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A malária causada por Plasmodium falciparum é, em conjunto com a tuberculose e o 
HIV/SIDA, a maior causa de mortalidade mundial entre as doenças infecciosas e 
parasitárias. Considera-se que um diagnóstico atempado e um tratamento correcto são 
os elementos básicos para um programa de controlo da malária bem sucedido. No 
entanto, nas últimas décadas, o controlo e tratamento têm sido bastante dificultados pelo 
aparecimento e disseminação da resistência parasitária aos antimaláricos mais 
utilizados, nomeadamente à cloroquina Os mecanismos que conferem ao parasita a 
capacidade de resistir à maioria dos antimaláricos disponíveis, principalmente da classe 
das quinoleínas, não se encontram completamente elucidados. Consequentemente, o 
objectivo principal deste trabalho era o de avaliar o envolvimento dos genes pfcrt e 
pfmdr1 na resistência a esta classe de antimaláricos. Assim, recorrendo a culturas in 
vitro e micro-testes de susceptibilidade, foram primariamente caracterizados os perfis 
fenotipicos em isolados de P. falciparum colectados na RD de STP, R de Angola, 
Tailândia e Brasil, relativamente à sua fármaco - susceptibilidade a quatro antimaláricos 
da classe das quinoleínas: cloroquina, mefloquina, quinino e amodiaquina. Em paralelo, 
através da técnica de PCR-RFLP, determinou-se o genótipo de cada uma das amostras 
relativamente aos polimorfismos pfcrt K76T e pfmdr1 N86Y, N1042D e N1246Y. Os 
dados fenotipicos e genotipicos foram subsequentemente integrados e analisados 
estatisticamente, no intuito de detectar associações significativas entre um determinado 
marcador e a resposta do parasita a cada fármaco. Foram também avaliados os níveis de 
expressão basal destes dois genes em parasitas com diferentes susceptibilidades à 
cloroquina e à mefloquina, bem como a possibilidade de esta expressão poder ser 
induzida pelos referidos fármacos. Por último foram efectuados estudos de expressão 
heteróloga destes genes de Plasmodium em Saccharomyces cerevisiae de forma a 
avaliar o seu envolvimento no fenótipo de resistência a estes antimaláricos. Os 
resultados deste estudo demonstram a gravidade deste problema de resistência a 
antimaláricos, evidenciado pelas elevadas prevalências de resistência relativas a cada 
um dos fármacos em estudo, tendo sido também observado, que em algumas destas 
áreas endémicas, o fenótipo de multi-resistência se encontra completamente instalado, 
abrangendo os principais antimaláricos actualmente dispo
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níveis. Relativamente aos genótipos estes resultados demonstram que o gene pfcrt 
apresenta um envolvimento importante na resistência à cloroquina, quer pelo 
polimorfismo K76T, em especial na Tailândia, quer pelo seu aumento de expressão 
basal verificado em parasitas resistentes. Por outro lado, a mefloquina parece induzir o 
aumento de expressão deste gene, indiciando um possível envolvimento do mesmo no 
fenótipo de resistência a esta quinoleína. O polimorfismo N86 do gene pfmdr1 
demonstrou uma associação com a resistência do parasita à mefloquina na Tailândia e 
quando é estudada a totalidade da amostra, tendo também sido encontrada uma 
associação entre este polimorfismo e o fenótipo de resistência ao quinino nos isolados 
provenientes do continente Africano e Sudeste Asiático. Os resultados dos estudos de 
expressão heteróloga demonstraram alguma inconclusividade, tendo no entanto 
permitido a obtenção de conhecimentos importantes para estudos que possam ser 
realizados no futuro. 
Ficando assim evidente que os referidos fenótipos não são determinados exclusivamente 
pelos genes em estudo, dependendo provavelmente de factores adicionais, 































Of all infectious diseases, Plasmodium falciparum malaria is one of the major causes of 
morbidity and mortality worldwide, along with TB and HIV/AIDS. It is generally 
accepted that timely diagnosis and adequate treatment are the key elements for a well 
succeeded malaria control programme. However, over the past decades, the success of 
malaria control programmes based on drug treatment has been seriously hampered by 
the emergence and spread of parasites resistance to the most widely used antimalarials, 
such as chloroquine.  
The mechanisms by which drug-resistant malaria parasites are able to by-pass the lethal 
effect of most drugs, especially of quinolines, have not been fully elucidated. 
Consequently, the main aim of this study was to evaluate the involvement of the pfmdr1 
and pfcrt genes in resistance to quinoline-containing drugs. As such, making use of in 
vitro drug susceptibility micro-tests, the phenotypic profiles of several P. falciparum 
isolates collected in the RD of STP, R Angola, Thailand and Brazil, were determined in 
relation to their responses to four quinoline drugs: chloroquine, mefloquine, quinine e 
amodiaquine. In parallel to this, the genotype of each sample was determined, relative to 
the polymorphisms pfcrt K76T, pfmdr1 N86Y, N1042D and N1246Y. Subsequently, 
phenotypic and genotypic data were combined in order to search for significant 
associations between each genetic marker and the parasite´s response to a given drug. In 
addition, the basal expression levels of these genes were compared between parasites 
with different susceptibilities to the drugs chloroquine and mefloquine, and the 
possibility that this expression could be induced by drug challenge, was studied. Lastly, 
the pfcrt and pfmdr1 genes were expressed in the heterologous model system of 
Saccharomyces cerevisiae, as an additional tool to investigate their potential 
involvement in resistance to the drugs under study.  
The results of this study demonstrated that antimalarial drug resistance of was a well 
established feature in natural parasite populations, as reflected by high prevalences of P. 
falciparum isolates resistant to individual drugs in all geographical areas studied. In 
addition, in some places, multi-drug resistance was also a common event, affecting most 
of the presently available compounds. The genetic and molecular analysis of P. 
falciparum field-collected isolates and laboratory-adapted strains, revealed that the pfcrt 
gene plays a major role in chloroquine resistance through its K76T polymorphism 
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(especially in Thailand) and/or by the increase in gene expression observed in resistant 
parasites. On the other hand, mefloquine appeared to induce an increase in the 
expression of this gene in cultured parasites, possibly indicating that higher levels of 
pfcrt transcripts may increase the parasite’s tolerance to this quinoline-containing 
compound. Overall, the allele 86N of the pfmdr1 gene, demonstrated to be statistically 
associated with mefloquine resistance in all areas studied, and in addition, an 
association was also verified to occur between this genotype and quinine resistance in 
isolates from Africa and South-east Asia. 
The results regarding heterologous expression of the pfcrt and pfmdr1 genes in S. 
cerevisiae were limiting in their interpretation, but nevertheless, contributed to the 
gathering of important information that may be used in future studies. 
In conclusion, the observations arising from this work demonstrated that antimalarial 
resistance of P. falciparum to quinoline drugs is widespread, and that the pfcrt and 
pfmdr1 genes appear to play an important, but not exclusive role, in the modulation of 



















La malaria causée par Plasmodium falciparum est, avec la tuberculose et le HIV/SIDA, 
la plus grande cause de  mortalité mondiale dans les maladies infectieuses et 
parasitaires. On considère qu’un diagnostique précoce et un traitement correct sont les 
éléments basiques pour un programme du contrôle de la malaria bien réussi. 
Néanmoins, dans les dernières décennies, le contrôle et le traitement ont été difficulté 
par l’apparition et la dessiccation de la résistance parasitaire aux antipaludiques plus 
utilisés, notamment à la Chloroquine. Les mécanismes qui confèrent au parasite la 
capacité de résister à la plupart des antipaludiques disponibles, principalement ceux de 
la classe des quinoléines, ne sont pas totalement éclaircis. Par conséquent, l’objectif 
principal de ce travail à était celui d’évaluer l`engagement des gènes pfcrt et pfmdr 1 
dans la  résistance à cette classe de antipaludiques. Donc, en utilisant la culture in vitro 
et les micro-testes de susceptibilité, on a caractérisé, en premier, les profils 
phénotypiques des isolant de P. falciparum collectés en RD de STP, en R Angola, en 
Thaïlande et au Brésil, en ce qui concerne leur susceptibilité à quatre antipaludiques de 
la classe des quinoléines : chloroquine, méfloquine, quinine et amodiaquine. En 
parallèle, à  travers la technique de PCR-RFLP, on a déterminé le genotype de chacun 
des échantillons relatif aux polymorphisme pfcrt K76T et pfmdr1 N86Y, N1042D et 
N1246Y. Les données phénotypiques et genotypiques  ont été ensuite intégrées  et 
analysées statistiquement, dans le but de détecter des associations  significatives entre 
un marqueur déterminé et la réponse du parasite à chaque médicament. Les niveaux 
d`expression basale de ces deux génes dans des parasites avec de différentes 
susceptibilités à la chloroquine et à la méfloquine ont aussi été évalués, ainsi que la 
possibilité de cette expression pouvoir être poussée par les médicament déjà cité. 
Finalement, on a effectué des études d’expression hétérologue de ces gènes de 
Plasmodium en Saccharomyces cerevisiae de façon à évaluer son  engagement  dans le 
phénotype de résistance à ces antipaludiques .Les résultats de cette étude montrent la 
gravité du  problème de la résistance aux antipaludiques, mis en évidence par ses hautes 
résistances a chacun de ces médicaments étudiés, l’observation ayant aussi démontré 
que dans certaines des surfaces endémiques, le phénotype de multi-résistance se trouve 
complètement installé, touchant les principaux antipaludiques 
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actuellement disponible. En ce qui concerne les génotypes, ces résultats démontrent que 
le gène pfcrt présente un engagement important dans la résistance à la chloroquine, tant 
par le polymorphisme K76T, spécialement en Thailande, tant par son augmentation 
d’expression basale vérifiée dans les parasites résistants. D’un autre coté, la méfloquine 
paraît induire une augmentation de l’expression  de ce gène, indiquant un possible 
investissement du même dans le phénotype de résistance à cette quinoléine. Le 
polymorphisme N86 du gène pfmdr1 a démontré une association avec la résistance du 
parasite à la méfloquine en Thaïlande et, quand on étudie la totalité de l’échantillon, on 
a aussi trouvé une association entre ce polymorphisme et le phénotype de résistance à la 
quinine dans les isolés provenant des continents africain et sud-est asiatique. Les 
résultats des études de l’expression hétérologue n`ont pas été conclusifs, ayant 
néanmoins permis l’obtention de connaissances  importantes pour les études qui 
peuvent être réalisées dans le futur. Sachant ainsi avec évidence que les phénotypes 
cités ne sont pas déterminés exclusivement par les gènes en cours d’étude, ceux-ci 
dépendants probablement de facteurs adipocires, on peut penser, par hypothèse, que 
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Tabela III.43 – Tratamento dos resultados de PCR em tempo real para a 




Tabela III.44 – Tratamento dos resultados de PCR em tempo real para a 




Tabela III.45 – Tratamento dos resultados de PCR em tempo real para a 












Tabela III.47 – Caracterização dos clones de P. falciparum seleccionados para 




Tabela III.48 – Número de clones independentes de levedura obtidos, 









































































A malária é uma doença causada por protozoários do género Plasmodium. Várias 
espécies deste género infectam uma gama diversa de espécies de mamíferos, aves e 
répteis. Existem 4 espécies que infectam o Homem, P. vivax, P. ovale, P. malariae e P. 
falciparum, sendo esta última a espécie mais patogénica, podendo causar morte por 
anemia ou por malária cerebral.  
A malária é, em conjunto com a tuberculose e o HIV/SIDA, a maior causa de 
mortalidade mundial entre as doenças infecciosas e parasitárias, sobretudo na África 
sub-sahariana (http://www.neworegontrail.com/worldmortality.htm. - fonte OMS/2002). 
Estima-se que ocorram entre 270 milhões de casos clínicos de malária por ano, 
resultando em 2 milhões de mortes (Warhurst, 2003).  
O controlo desta infecção dependerá de uma série de factores sociais e económicos, e no 
âmbito da investigação científica, depende dos conhecimentos sobre o parasita, sobre a 
utilização de fármacos e eventualmente vacinas.  
 
I.1. CICLO DE VIDA DE PLASMODIUM  
 
O ciclo de vida de qualquer das espécies de Plasmodium em mamíferos é muito 
semelhante (figura I.1). Este ciclo compreende uma fase sexual exógena (esporogónica) 
(1), com multiplicação nos mosquitos do género Anopheles, e uma fase assexuada 
endógena (esquizogónica) (2), com um ciclo de multiplicação em células 
parenquimatosas do fígado (esquizogonia exoeritrocitária ou hepática) ou nos eritrócitos 
(esquizogonia intra-eritrocitária). É a esta última fase que corresponde uma 
sintomatologia clínica. 
Os gametócitos, masculinos e femininos, ainda produzidos nos eritrócitos do mamífero, 
não sofrem reorganização ou divisão nuclear no hospedeiro vertebrado (E). No entanto, 
após a refeição sanguínea pelo mosquito vector (F), passam por um rápido processo de 
gametogénese, com uma divisão mitótica no gametócito masculino, com a produção de 
4 a 8 microgâmetas flagelados. Enquanto que o gametócito feminino sofre um processo 
de maturação. A fertilização ocorre no estômago do mosquito e o zigoto, móvel, 
constitui a única fase diploíde do ciclo de vida (G). Segue-se a implantação daquele no 
epitélio do estômago do mosquito, dando origem a um oocísto, visível pela microscopia 







de mitoses sucessivas, originando estruturas haplóides alongadas que se diferenciarão 
em esporozoítos. Estes, libertos pelo enfraquecimento ou pela ruptura da parede do 
oocísto invadem a cavidade corporal do mosquito atingindo eventualmente as glândulas 
salivares deste hospedeiro invertebrado tornando-o infectante (H). 
 
 
Figura I.1 – Ciclo de vida do parasita Plasmodium falciparum (adaptado de http://images. encarta.msn 
.com /xrefmedia/aencmed/targets/illus/ilt/T073615A.gif) 
 
É durante uma nova refeição sanguínea das fêmeas infectantes, que os esporozoítos 
passam para a corrente sanguínea do hospedeiro, iniciando-se, assim, um novo ciclo de 
vida (A). Alguns desses esporozoítos entram directamente, ou através das células de 
Kupffer, nas células parenquimatosas do fígado (hepatócitos) (B) e sofrem um processo 
de desenvolvimento e multiplicação conhecido como esquizogonia exoeritrocitária ou 
hepática, originando a formação de esquizontes pré-eritrocitários ou hepáticos. No fim 
deste estadio pré-eritrocítico, dá-se a ruptura do hepatócito infectado resultando na 
libertação de milhares de merozoítos para os tecidos circundantes que, 
consequentemente, invadem os eritrócitos da corrente sanguínea (C). No início da fase 
eritrocítica, os merozoítos intracelulares diferenciam-se em trofozoítos através de 







maduros e o número de merozoítos que cada um deles contém, depende da espécie do 
parasita.  
Esta fase do ciclo é relevante por constituir a fase alvo de acção da grande maioria dos 
fármacos, dado que o parasita (trofozoíto) digere e metaboliza a hemoglobina dos 
eritrócitos, dando origem a um pigmento hemo-ferroso, denominado hemozoína. Sendo 
a acção de vários fármacos baseada na inibição deste processo metabólico do parasita. 
Depois do período de crescimento intracelular, o trofozoíto por divisão nucleica, produz 
um esquizonte, que libertará novos parasitas para a corrente sanguínea (D), que re-
invadirão novas hemácias. A estes picos de ruptura e eliminação de toxinas e proteínas 
no sangue, correspondem picos febris. Este ciclo eritrocítico de esquizogonia é repetido 
várias vezes, até que o processo seja inibido pela resposta imune do hospedeiro, ou por 
terapêutica adequada. 
Os trofozoítos podem originar formas sexualmente diferenciadas (gametocítos), que se 
diferenciam sem divisão nuclear até atingirem a fase de gametocítos maduros (E), os 
quais quando ingeridos por uma fêmea do género Anopheles vão dar origem a um novo 
ciclo esporogónico (F), tal como referido anteriormente. 
 
I.2. DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA DA MALÁRIA 
 
A distribuição geográfica da malária a nível mundial (figura I.2) incide sobre regiões 
tropicais e subtropicais, onde estão reunidas as condições para a existência dos 
mosquitos vectores (WHO, 1999). Assim, inclui a África sub – Sahariana, a América 
Central e do Sul, o Médio Oriente, o Sudeste Asiático e a Oceânia, verificando-se no 
entanto, variações na intensidade de transmissão e risco de infecção em cada uma destas 
zonas, existindo programas de controlo bem sucedidos em algumas delas. Segundo a 
Organização Mundial de Saúde (Bloland 2001, OMS), a malária é endémica em mais de 
90 países em todo o mundo, correspondendo a cerca de 40% da população humana em 
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Distribuição Geográfica da Malária
 
Figura I.2 – Mapa da distribuição geográfica da malária em 2002 (adaptado de http://www 
.well.ox.ac.uk/ich/images/malaria_2002.jpg) 
 
I.3. O MATERIAL GENÉTICO DE PLASMODIUM 
 
O material genético do Plasmodium encontra-se organizado em três zonas diferentes 
(Wilson et al., 1991): a) mitocôndria, esta parte do genoma contém os genes que 
codificam as proteínas de enzimas responsáveis pelo transporte de electrões; b) 
plastídio, contém os genes que codificam principalmente rRNA, tRNA e proteínas 
ribossomais; e c) núcleo, constituído por 14 cromossomas, que comporta uma série de 
genes, alguns deles devidamente identificados e localizados. A resistência aos 
antimaláricos, alvo de estudo neste trabalho, é baseada em alguns destes genes. 
O genoma nuclear haplóide do Plasmodium é constituído por 23 Mb de DNA (Gardner 
et al., 2002; Hyman et al., 2002) principalmente por A + T, que constituem cerca de 
80,6% da totalidade deste genoma (Kemp et al., 1990; Hyman et al., 2002) sendo a 
percentagem de G + C significativamente baixa (Pollock et al., 1982; McCuchan et al., 
1984) relativamente a noutros genomas eucariotas bem estudados, como por exemplo 
em H. sapiens, M. Musculus ou C. elegans, sendo esta percentagem em H. sapiens de 
aproximadamente 40% (Campos, 2002). Este genoma é constituído por cerca de 5300 
genes (Gardner et al., 2002), organizados em 14 cromossomas, os quais apresentam 







espécie (clones) ou que tenham sido continuamente transmitidas por infecções 
sanguíneas sem transmissão pelo mosquito vector (linhas) (Frontali et al., 1991). 
Algumas dessas diferenças podem surgir durante a meiose/ recombinação génica ou por 
amplificação génica (Sinnis & Wellems, 1988; Foote et al., 1990; Triglia et al., 1991; 
Corcoran et al., 1998; Gervais et al., 1999). Delecções e inserções de sequências de 
DNA telomérico e sub telomérico foram também registadas, considerando-se que estas 
regiões são muito susceptíveis a alterações de tamanho (Pologe & Ravetch, 1988). 
Grande parte dos dados existentes nesta área é resultado da recente sequenciação do 
genoma do clone de P. falciparum, denominado 3D7 (Rosário, 1981), terminada em 
2002, que permitiu ainda o desenvolvimento de estudos de proteómica a partir dos quais 
foram identificadas cerca de 2400 proteínas (Florens et al., 2002).   
Durante o ciclo eritrocitário, hepático, esporogónico e a microgametogenese onde 
ocorrem divisões mitóticas, o Plasmodium é um organismo haploíde, sendo o oocineto a 
única fase do seu ciclo de vida em que é diploíde (Sinden et al., 1985).  
 
Vários cruzamentos genéticos utilizando quer modelos experimentais de roedores, quer 
o próprio Plasmodium falciparum, permitiram estudar a recombinação genética tendo-
se verificado que, tal como acontece em populações naturais de P. falciparum, (Conway 
et al., 1999), a recombinação génica ocorre com taxas bastante elevadas sendo bastante 
superiores às previstas pela lei do equilíbrio de Hardy-Weinberg o que sugere a 
frequência com que o parasita produz novos genótipos. Esta sua diversidade poderá 
resultar numa maior capacidade de sobrevivência, adaptando-se a alterações do 
ambiente, nomeadamente pressão de fármaco e resposta imune (Wellems et al., 1988). 
Assim, um bom exemplo do estudo da recombinação génica durante o desenvolvimento 
esporogónico e o consequente aparecimento de novos genótipos, surgiu com um 
trabalho realizado por David Walliker e colaboradores (1975), que através de 
cruzamentos genéticos, alimentando mosquitos com proporções iguais de dois clones de 
Plasmodium berghei, que diferiam no padrão electroforético de 2 enzimas (6-PGD e 
LDH) e na sua resposta à pirimetamina, demonstraram pela análise da população 
parasitária obtida após esse cruzamento, o aparecimento de parasitas com características 







susceptibilidade à pirimetamina, demonstrando assim uma taxa particularmente elevada 
de recombinação. 
Em Plasmodium falciparum, foram realizados dois cruzamentos com clones bem 
caracterizados, onde os mosquitos foram alimentados com uma mistura de gametócitos 
dos dois clones HB3 e 3D7, num dos cruzamentos (Walliker et al., 1987) e HB3 e Dd2 
no outro (Wellems et al., 1990), com os esporozoítos resultantes foram infectados 
chimpanzés. Também nestes estudos a análise dos parasitas resultantes revelou que a 
existência de recombinação entre as formas parentais era elevada. Assim, na passagem 
pelo mosquito neste ciclo de vida (fase sexuada) ocorre o principal mecanismo para o 
aparecimento de novos genótipos, originados por recombinação (Walliker et al., 1987; 
Wellems et al., 1990).  
A diversidade observada entre isolados de P. falciparum, bem como a possibilidade de 
ocorrência de infecções mistas, tendem a elevar o número de genótipos disponíveis no 
mosquito vector, aumentando assim a oportunidade de recombinação génica (Creasey et 
al., 1990).  
 
I.4. FÁRMACOS DISPONÍVEIS PARA O TRATAMENTO DA MALÁRIA 
 
Os primeiros tratamentos das febres provocadas pela malária, foram realizados 
recorrendo a plantas medicinais, tendo sido as principais isoladas a partir de árvores de 
Chinchona (quinino) na América do Sul e de Artemísia annua (artemisinina) 
(Wernsdorfer, 1994; Menezes et al, 2001) no Extremo Oriente.  
O quinino, inicialmente era o único fármaco disponível na terapia e profilaxia da 
malária disponível no Mundo Ocidental. A partir da primeira metade do Século XX 
desenvolveram-se vários análogos artificiais, tendo como base a sua estrutura química, 
nomeadamente a cloroquina, amodiaquina, mepacrina e sontaquina. O uso destes dois 
últimos como antimaláricos foi abandonado, devido ao facto de provocarem efeitos 
colaterais severos (Peto & Gilk, 1986; Rieckmann et al., 1987). 
No entanto, a cloroquina e a amodiaquina continuam a ser vastamente utilizadas como 
antimaláricos, tendo a primeira sido considerada um fármaco particularmente 
apropriado a utilizações em larga escala por ser de fácil administração, pouco tóxico, 
bastante eficaz, de fácil armazenamento e economicamente bastante acessível (Menezes 







a quase todas as zonas onde esta doença é endémica, originou uma utilização mais 
frequente dos antimaláricos da classe dos antifolatos, sendo em geral a estratégia 
químio-terapêutica de segunda linha. No entanto, verificou-se, em geral de uma forma 
ainda mais rápida, selecção de parasitas resistentes que substituíram a população 
susceptível.  
A perda de eficácia da cloroquina e dos antifolatos originou um aumento progressivo no 
uso da mefloquina nalgumas regiões e mais recentemente, da artemisinina. Em relação à 
mefloquina, o parasita já é capaz de resistir, principalmente no Sudeste Asiático e 
pensa-se ser provável que o plasmódio possa vir a desenvolver resistência também à 
artemisinina. 
 
Os fármacos disponíveis para o tratamento de infecções por Plasmodium podem ser 
classificados segundo a fase do ciclo de vida do parasita, sobre a qual incide a sua 
acção: esquizonticída sanguíneo que actua sobre a fase intra-eritrocitária, impedindo a 
proliferação dos parasitas até esquizonte; esquizonticída tecidular previne o 
desenvolvimento de esquizontes hepáticos; hipnozoiticída actua sobre os hipnozoítos 
hepáticos; gametocída destrói as formas sexuais intra-eritocíticas (Frédérich et al., 
2002). 
 
Tabela I.1 – Classes de antimaláricos de acordo com a fase do ciclo do P. falciparum em que actuam. 
Esquizonticídas tecidular Primaquina, Pirimetamina, Sulfamidas 
Esquizonticídas sanguíneos Cloroquina, Mefloquina, Quinino, Artemisinina e 
derivados, Amodiaquina 
Pirimetamina, Sulfamidas, Atovaquona, Antibióticos 
Gametocídas Primaquina, Artemisinina e derivados – P.falciparum 














Figura I.3 – Fases do ciclo de vida do parasita onde actuam os antimaláricos (Adaptado de Frédérich et 
al; 2002). 
 
Este trabalho incidiu sobre os esquizonticídas sanguíneos da classe das quinoleínas, 
dando assim, ao longo desta introdução, particular relevância à cloroquina, mefloquina, 
quinino e amodiaquina. 
 
I.5. A RESISTÊNCIA AOS ANTIMALÁRICOS – DADOS GERAIS 
 
Considera-se que um diagnóstico atempado e um tratamento correcto embora não 
suficientes para um programa de controlo da malária bem sucedido, são elementos 
extremamente importantes (Cravo & Rosário, 2002). No entanto, nas últimas décadas, o 
controlo e tratamento têm sido bastante dificultados pelo surgimento e disseminação da 
resistência parasitária aos antimaláricos mais utilizados, nomeadamente à cloroquina 
(Hastings & D’Alessandro, 2000). 
 
I.5.1. Classificação de resistência in vivo 
 
A resistência a fármacos em malária é definida pela Organização Mundial de Saúde 
(OMS), como “a capacidade que uma dada população de parasitas tem para se 
multiplicar ou sobreviver, na presença de concentrações de fármaco, que habitualmente 
destruiriam parasitas da mesma espécie ou impediriam a sua multiplicação” (W.H.O., 
1963). Em conformidade, a OMS (1973) criou um código de classificação de resistência 







baseado no período de tempo que decorre entre o desaparecimento dos parasitas após o 
tratamento e uma recrudescência; esta classificação foi modificada em 1996 e 
reagrupada em: 
1) ETF (“Early treatment failure”) – agravamento ou persistência dos sintomas clínicos 
com parasitémia nos três dias de pós-tratamento;  
2) LTF (“Late treatment failure”) – reaparecimento dos sintomas com parasitémia entre 
o quarto e o décimo quarto dia após o tratamento;  
3) ACR (“Adequate clinical response”) – ausência de parasitémia ou de sintomas 












































Figura I.4 – Resposta clínica do indivíduo ao tratamento, segundo as duas classificações propostas pela 
OMS (adoptado de www.malariasite.com/malaria/Res.jpg); p patente – parasitémia patente. 
 
I.5.2. Factores que influenciam o aparecimento de resistência  
 
São diversos os factores que poderão influenciar o aparecimento da resistência aos 







próprio agente antimalárico utilizado. Assim, e sumariamente, podemos considerar 
alguns destes factores, abaixo mencionados: 
 
I.5.2.1. Características associadas ao hospedeiro humano: 
 
1) Imunidade: após tratamento, permanece muitas vezes uma parasitémia residual, que 
deverá ser eliminada pelo sistema imunitário, no entanto qualquer diminuição da sua 
eficiência permitirá o crescimento dos parasitas não eliminados pelo tratamento 
(Wernsdorfer, 1991; 1994; White, 1997; Djimde et al., 2003, White, 2004); 
2) Farmacogenética e farmacocinética: a metabolização dos antimaláricos pelo 
organismo humano varia entre indivíduos, devido à acção de enzimas maioritariamente 
membros da super família dos citocromos P450 (CYPs): CYP2C19, CYP2C8, CYP3A4 
e CYP3A5 (Gião & de Vries, 2001). Os genes que codificam estas enzimas são 
polimórficos, originando enzimas com capacidades catalíticas variáveis resultando em 
cinéticas de metabolização diferentes de indivíduo para indivíduo. O que pode ser 
confundido com falência terapêutica, devida à resistência do parasita ao antimalárico, 
provocando uma metabolização mais rápida do fármaco, que contribui para a exposição 
do parasita a doses sub-terapêuticas (Vennerstrom et al., 2000). Os níveis de fármaco no 
sangue podem seleccionar parasitas resistentes. A concentração de antimalárico pode 
ser suficiente para exercer pressão selectiva sobre os parasitas, mas insuficiente para 
realizar uma protecção profilática ou terapêutica (Wernsdorfer, 1991; White, 2004).   
 
I.5.2.2. Características associadas ao parasita: 
 
1) Marcadores moleculares de resistência: a existência de alguns polimorfismos em 
determinados genes, resultantes de deficiências nos mecanismos de reparação do DNA 
(Trotta et al., 2004), podem conferir ao parasita uma vantagem adaptativa à presença de 
antimaláricos, em relação a parasitas portadores do alelo selvagem. Actualmente, os 
únicos genes considerados marcadores moleculares de resistência são os genes pfdhfr e 
pfdhps (pirimetamina e sulfadoxina) e pfcyb (atovaquone), potencialmente associados à 
resistência estão os genes pfmdr1 (cloroquina, mefloquina, quinino), pfcrt (cloroquina), 
mais recentemente foram associados o pfTCTP e pfATPase6 à resposta parasitária à 
artemisinina (Korsinczky et al., 2000; Wongsrichanalai et al., 2002; Eckstein-Ludwig et 







 I.5.2.3. Características associadas ao agente antimalárico: 
 
1) Dosagem: um dos factores mais importantes para a selecção de parasitas resistentes é 
a utilização de doses sub-terapêuticas. Exposições sucessivas a concentrações sub-
terapêuticas permitirão a selecção de parasitas cada vez mais resistentes, tal como a 
administração indevida dos antimaláricos, para tratamento de outras patologias, cujos 
sintomas iniciais podem ser confundidos com os de uma infecção por Plasmodium 
(Payne, 1988; Wernsdorfer, 1991; 1994; Ettling et al., 1995). A qualidade do fármaco, 
também tem sido associada a este processo de desenvolvimento e propagação de 
resistência e falência terapêutica, na medida em que a deterioração, bem como o 
processamento, manuseamento e armazenamento inadequados podem resultar numa 
diminuição da concentração do princípio activo do fármaco (Ballereau et al., 1997; 
Shakoor et al., 1997); 
2) Resistência cruzada: o facto de alguns antimaláricos serem quimicamente 
semelhantes, permite que a resistência a um deles facilite o desenvolvimento de 
resistência ao outro antimalárico relacionado (Hall et al., 1975; Basco et al., 1991); 
3) A terapêutica recorrendo a combinações de fármacos, com tempos de semi-vida 
diferentes, também pode seleccionar parasitas resistentes, durante o período em que um 
dos fármacos já foi completamente eliminado (Watkins et al., 1993); 
 
I.5.3. Espécies de Plasmodium resistentes a antimaláricos 
 
Em termos gerais o fenómeno de resistência a antimaláricos, tem sido descrito para duas 
das quatro espécies de Plasmodium que infectam o Homem: P. vivax e P. falciparum. 
Provavelmente a ausência de informação sobre as outras duas espécies deve-se ao facto 
causarem malária crónica, sendo as parasitémias baixas e usualmente menos 
detectáveis. 
P. vivax em algumas áreas geográficas tem apresentado alguma resistência à cloroquina 
e à pirimetamina (Hastings et al., 2004; Korsinczky et al., 2004).  
P. falciparum tem demonstrado capacidade de resistir a quase todos os fármacos em uso 
(Murphy et al, 1993; Looareesuwan et al, 1997), exceptuando a artemisinina; deve-se 
contudo, distinguir aquilo que se denomina de resistência in vivo (ensaios clínicos) e in 







susceptibilidade aos fármacos in vivo deve-se a outros parâmetros, como os acima 





A designação de multi-resistência a antimaláricos refere-se ao fenótipo de resistência a 
dois ou mais fármacos, fenómeno este que tem sido observado em P. falciparum. Este 
fenótipo pode surgir em simultâneo ou como resistência cruzada. A resistência a vários 
antimaláricos em simultâneo resulta da utilização frequente e simultânea dos mesmos, 
provocando uma pressão selectiva que culmina no aparecimento deste fenómeno de 
multi-resistência; a resistência cruzada entre antimaláricos está relacionada com os 
aspectos comuns dos seus mecanismos de acção, bem como dos mecanismos de 
resistência que lhes estão associados (Bras & Durand, 2003). 
Este fenómeno constitui um acréscimo a todos os problemas anteriormente citados, com 
graves repercussões no controlo da malária, uma vez que reduz substancialmente a 
quantidade de antimaláricos efectivos disponíveis para o combate à doença.  
Actualmente, a zona mais afectada por este fenómeno de multi-resistência é o Sudeste 
Asiático, sendo a Tailândia uma região onde a resistência a antimaláricos se encontra 
bem caracterizada e onde este fenótipo se encontra bastante disseminado, constituindo 
uma enorme oposição aos programas de controlo da malária. 
 
De forma a contornar o problema imposto pelo fenómeno de resistência e multi- 
resistência, surgiu o conceito de associação terapêutica, baseando-se no potencial 
sinérgico ou cumulativo de dois ou mais fármacos, para melhorar a eficácia terapêutica 
e também impedir o desenvolvimento de resistência aos componentes individuais da 
associação, consistindo no uso simultâneo de dois ou mais medicamentos 
esquizonticídas, com modos de acção independentes e alvos bioquímicos diferentes. 
Assim, têm sido desenvolvidos vários estudos no sentido de avaliar a eficácia da 
utilização de novas combinações (White & Olliaro, 1996; Nosten et al., 2000; Basco et 
al., 2002; Biswas, 2002; Aubouy et al., 2003; Awad et al., 2003; Bloland, 2003; 
Gasasira et al. 2003; Gomez et al., 2003; Peter, 2003; Pillai et al., 2003; Schwobel et 







Molta et al., 2004; Olliaro & Taylor, 2004; Sutanto et al., 2004; Talisuna et al., 2004 a, 
c; White, 2004).  
A terapêutica recorrendo a combinações pode abrandar ou prevenir o desenvolvimento 
de resistência (Ávila et al., 2004). As combinações terapêuticas baseadas na 
artemisinina e seus derivados são actualmente uma das estratégias recomendadas para 
aumentar a eficácia terapêutica e as taxas de cura, contendo o desenvolvimento da 
resistência a antimaláricos (Depootere et al., 2004; Duffy & Mutabingwa, 2004). 
As associações terapêuticas apesar de mais eficazes apresentam o problema de serem 
em média dez vezes mais dispendiosas do que os medicamentos tradicionais, utilizados 
correntemente como monoterapia, o que origina uma grande limitação da sua utilização 
em áreas endémicas com dificuldades económicas, principalmente em África. 
 
I.5.5. Focos de origem de resistência a antimaláricos e propagação 
 
Os primeiros relatos de resistência de P. falciparum à cloroquina surgiram na América 
do Sul, na Colômbia em 1959 (Moore & Lanier, 1961) e na Venezuela (Maberti, 1960). 
Em simultâneo surgiram os primeiros relatos de resistência deste parasita ao referido 
antimalárico no Sudeste Asiático, em 1960 (Harinasuta et al, 1962). Em África, 
surpreendentemente, foram reportados casos de resistência à cloroquina apenas anos 
mais tarde, em 1978, no Quénia e Tanzânia. Durante os anos 80 a resistência à 
cloroquina espalhou-se por todas as áreas endémicas da África Sub-sahariana (Hastings 
& D’Alessandro, 2000). Actualmente, parasitas resistentes a este antimalárico 
encontram-se em todas as zonas onde a malária é endémica, com excepção de regiões 
na América Central e algumas do Médio Oriente e Ásia Central.  
 
O P. falciparum desenvolveu também resistência à mefloquina, tendo surgido casos de 
resistência a este fármaco, pela primeira vez no início dos anos 80. Actualmente é já 
bastante frequente no Sudeste Asiático, no entanto, na região amazónica (América do 
Sul) embora existam alguns relatos ainda não é muito frequente. Em África a resistência 
a este antimalárico surge, ainda, de forma esporádica (Mockenhaupt, 1995).  
Curiosamente, verificou-se um fenómeno de resistência intrínseca, em áreas onde este 
fármaco foi utilizado pela primeira vez (White, 1994), o que sugere uma provável 







ao facto de serem compostos estruturalmente relacionados. De facto, os resultados de 
um trabalho realizado por Brasseur e colaboradores (1991) parecem suportar a noção de 
que a resistência à mefloquina ter-se-á desenvolvido devido à inadequada utilização do 
quinino. 
 
Os primeiros registos de suposta resistência ao quinino surgiram em 1910, no entanto, 
este fenótipo parece não ter sofrido grande propagação, daí que ainda hoje este 
composto seja bastante eficiente. Estes de casos de resistência ao quinino ocorreram 
numa zona do Nordeste Brasileiro, próximo da área onde existem as árvores de 
Chinchona, e onde os seus extractos eram utilizados como agente terapêutico, sugerindo 
que este fenótipo tenha surgido primariamente no Brasil (Peters, 1987), devido à sua 
vasta utilização (Peters et al., 1987; Wernsdorfer, 1994). Existem casos pontuais de 
resistência a este alcalóide identificados na Tailândia e em África.  
Os casos de resistência são raros, apresentando níveis consideravelmente baixos, por 
razões ainda pouco conhecidas, que parecem relacionar-se com o facto do quinino ser 
utilizado como antimalárico de recurso durante os últimos cinquenta anos (Meschnick, 
1997), e ao contrário do que já aconteceu com outros antimaláricos do grupo das 
quinoleínas, nomeadamente, cloroquina e mefloquina, tem sido muito difícil induzir 
resistência ao quinino em modelos experimentais.  
 
No caso da resistência à amodiaquina, tem-se verificado que em algumas regiões onde 
existem elevados níveis de resistência à cloroquina, a eficácia terapêutica da 
amodiaquina pode ser reduzida (Ochong et al., 2003). Actualmente a amodiaquina tem 
sido alvo de estudo no sentido de avaliar a sua eficácia na utilização de combinações 
terapêuticas com resultados promissores (Checci et al., 2002; Molta et al., 2003; 
Barennes et al., 2004). 
 
A resistência à sulfadoxina – pirimetamina (SP), um fármaco de utilização frequente, 
está globalmente estabelecida no Sudeste Asiático e América do Sul. Em África, a 
incidência da resistência a estes fármacos está em expansão, com o aumento da 
utilização dos mesmos. A resistência a estes antimaláricos parece ter surgido em vários 







aumentada dos parasitas a estes fármacos, na maioria das zonas onde a malária é 
endémica.  
 
Figura I.5 – Mapa das áreas geográficas onde o parasita P. falciparum apresenta resistência aos fármacos 
mais utilizados (adaptado de http://depts.washington.edu/sgpp/images/malaria_map.gif).  
 
I.6. MARCADORES MOLECULARES DE RESISTÊNCIA  
 
Sendo a resistência a antimaláricos um dos principais obstáculos aos programas de 
controlo da malária, torna-se essencial que além de um diagnóstico rápido e eficiente, se 
possa também, rapidamente, determinar o fenótipo dos parasitas presentes num isolado. 
Assim a escolha terapêutica seria mais eficaz, bem como a predicção da prevalência da 
resistência aos antimaláricos numa dada área geográfica. Por essa razão a identificação 
de marcadores moleculares de resistência, tem sido nas últimas décadas uma prioridade 
da investigação científica em malária. 
Vários estudos epidemiológicos foram realizados no sentido de avaliar a existência de 
uma associação entre os genes pfmdr1 (Plasmodium falciparum Multidrug Resistance) e 
pfcrt (Plasmodium falciparum Chloroquine Resistance Transporter) e a resistência à 
cloroquina. No entanto a relação fenótipo/genótipo continua a ser um facto que 
necessita esclarecimento aprofundado, uma vez que a associação encontrada entre 
polimorfismos nestes genes e o fenótipo de resistência à cloroquina é dependente de 







Assim, enquanto em alguns estudos, se verifica uma forte associação entre 
polimorfismos nestes genes e a resposta in vitro à cloroquina, noutros, os resultados 
evidenciam o possível envolvimento de outros factores neste fenótipo. 
Relativamente ao polimorfismo K76T do gene pfcrt, actualmente considerado como o 
melhor marcador molecular de resistência à cloroquina, também tem sido observada 
esta discrepância na associação entre estas variáveis, polimorfismo e resposta ao 
fármaco. Não se podendo considerar deste modo, como o único marcador molecular de 
resistência à cloroquina, mas sim como um dos marcadores moleculares, aceitando, 
assim, que este fenótipo é resultado de um fenómeno mais complexo, onde vários 
factores podem ter uma participação mais ou menos activa, sendo um fenómeno multi-
génico (Mayor et al., 2001). 
Apesar de algumas mutações nos genes pfcrt e pfmdr1 potencialmente apresentarem a 
capacidade de conferir resistência e poderem modular a resposta do parasita à 
cloroquina, verifica-se no entanto, que diferentes parasitas portadores dos mesmos 
alelos destes genes respondem de formas distintas, quer à cloroquina, quer ao quinino. 
Esta observação indicia o envolvimento de outras moléculas que de alguma forma 
contribuem para a resposta do parasita ao fármaco. 
Apesar dos recentes avanços na descrição de potenciais factores associados ao 
desenvolvimento de resistência, os mecanismos de acção e resistência à maioria dos 
antimaláricos em uso continuam por esclarecer, com excepção para o caso da resistência 
aos antifolatos (Hayton & Su, 2004). 
Num estudo recente foram identificados polimorfismos em 11 genes, de possíveis 
transportadores, entre os quais os genes pfcrt e pfmdr1, que demonstram alguma 
associação com o fenótipo de elevados níveis de resistência à cloroquina e ao quinino, 
sendo esta associação em alguns casos geográfico-dependente, demonstrando que o 
nível da resposta a estes antimaláricos é um fenómeno multi-génico (Mu et al., 2003). 
 
I.7. ASPECTOS METABÓLICOS DO PARASITA RELACIONADOS COM A RESISTÊNCIA 
ANTIMALÁRICOS 
 
Apesar dos modos de actuação da maioria dos antimaláricos ainda não estarem 
completamente esclarecidos (Hayton & Su, 2004), alguns deles encontram-se já 







metabolização da hemoglobina, à qual parece estar associado o modo de actuação da 
cloroquina, amodiaquina, mefloquina, quinino, artemisinina e seus derivados; (b) a 
síntese de ácidos nucleícos à qual está associado o modo de acção dos antifolatos 
(pirimetamina e sulfamidas); (c) a síntese proteica que parece ser inibida pela acção dos 
antibióticos com actividade antimalárica e (d) o metabolismo redox onde a cloroquina, a 
artemisinina e seus derivados também parecem ter a capacidade de actuar, inibindo os 
mecanismos de destoxificação dos grupos heme. 
De seguida são apresentados alguns aspectos das vias metabólicas do parasita que 
parecem constituir alvos terapêuticos para os antimaláricos da classe das quinoleínas, 
por ser a classe de fármacos com relevância para este trabalho.  
 
O plasmódio, no seu estadio eritrocitário, ingere e metaboliza a hemoglobina da 
hemácia como fonte de aminoácidos (Sullivan, 2002; Saliba et al., 2003); deste 
processo resulta a libertação de um composto altamente tóxico para a célula, o grupo 
heme ou ferriprotoporfirina IX (FP IX) (Golberg et al., 1991; Olliaro & Goldberg, 
1995; Francis et al., 1997; Kolakovich et al., 1997; Ginsburg et al., 1998; Zang et al., 
1999; Pagola et al., 2000; Sullivan, 2002). A toxicidade provocada por este composto, 
bastante reactivo, deve-se ao facto de apresentar a capacidade de se ligar a enzimas do 
parasita, essenciais à manutenção fisiológica da célula, inactivando-as (Vander Jagt et 
al., 1992; Gluzman et al., 1994).  
O parasita, através de um mecanismo enzimático de destoxificação celular, polimeriza 
os grupos heme, produzindo uma matriz cristalina, quimicamente inerte, não tóxica 
designada por hemozoína (pigmento malárico) (Yamada & Sherman, 1979; Slater et al, 
1991) que armazena no seu vacúolo (Olliaro & Goldberg, 1995).  
Contudo, uma elevada percentagem dos grupos heme não são polimerizados em 
hemozoína e podem ser transferidos através da membrana vacúolar para o citoplasma do 
parasita (Ginsburg & Demel, 1983; 1984; Cannon et al., 1984; Rose et al., 1985; 
Ginsburg et al., 1998; Fitch et al., 1999). Parte destes grupos heme livres no citoplasma 
podem actuar ao nível da membrana celular do parasita aumentando a sua 
permeabilidade a catiões, originando um desequilíbrio homeostático, com lise celular 








A destoxificação dos grupos heme provoca um elevado stress oxidativo, ao qual todos 
os organismos são extremamente sensíveis, daí que o parasita active os seus 
mecanismos de defesa anti-oxidativa e de manutenção do ambiente redutor do 
citoplasma (Becker et al., 2003; Sarma et al., 2003). Assim, no citoplasma do parasita 
ocorrem mecanismos de degradação dos grupos heme pela forma reduzida da 
glutationa, GSH (Ginsburg et al., 1998; Ginsburg & Golenser, 2003). Esta forma da 
enzima (GSH), que suporta um rápido crescimento celular fornecendo electrões para a 
síntese de DNA, constitui um antioxidante de baixo peso molecular muito importante 
para o Plasmodium, está envolvida na regulação redox e destoxificação, sendo 
transferida pela glutationa S-transferase (GST) para conjugação com os substratos alvo, 
funcionando como dador de electrões (Harwaldt et al., 2002; Campanale et al., 2003; 
Becker et al., 2003).  
Neste processo de destoxificação a GSH é oxidada a dissulfito de glutatião (GSSG); o 
ferro libertado vai ser reduzido produzindo iões superoxido, os quais sofrem dismutação 
originando H2O2, que é reduzida pela catalase e glutatião peroxidase (GPx) 
transformando GSH em GSSG, a regeneração da GSH a partir da sua forma oxidada 
(GSSG) é realizada pela glutatião reductase (GR). A GSH pode ser sintetizada de novo 
pela γ glutamilcisteinil sintetase (γGCS) a partir de aminoácidos provenientes da 
digestão da hemoglobina (Atamna & Ginsburg, 1997; Ginsburg et al., 1998).  
O facto do stress oxidativo ser um ponto “crítico” e o mecanismo de destoxificação 
inerente a este tipo stress se encontrar relativamente bem esclarecido, torna esta via 
metabólica, um potencial alvo para a actuação de novos antimaláricos (Biot et al., 2003; 
Ginsburg & Golenser, 2003). Sabe-se que o mecanismo de acção quer da cloroquina, 
quer da artemisinina, pode passar pelo incremento deste tipo de stress, induzindo a 
consequente destruição do parasita. 
 
O conhecimento destes e de outros mecanismos fisiológicos do parasita permite a 
identificação de novos potenciais alvos para novos antimaláricos, nomeadamente, 
inibidores da via biosintética dos ácidos gordos, da biosíntese dos fosfolípidos e 










Figura I.6 – Esquema resumido dos principais aspectos metabólicos do ciclo de vida do parasita, 
relacionados com o modo de acção dos antimaláricos. (adoptado de http://www.tulane.edu/~wiser/ 
protozoology/notes/drugs.html e de Ginsburg et al., 1998) 
 
 
I.8. MODOS DE ACÇÃO DOS ANTIMALÁRICOS E MECANISMOS DE RESISTÊNCIA 
ASSOCIADOS 
 
Nesta secção, serão abordados os modos de acção e os mecanismos inerentes à 
resistência aos antimaláricos, actualmente considerados de maior relevância, 
nomeadamente do grupo das quinoleínas, dos antifolatos e derivados de artemisinina, 
com especial destaque para o primeiro grupo referido, por serem os antimaláricos 
objecto de estudo deste trabalho. 
 
I.8.1. ANTIMALÁRICOS DO GRUPO DAS QUINOLEÍNAS 
 
O grupo de antimaláricos, com maior expressão no tratamento e profilaxia da malária, 
são os compostos da classe das quinoleínas, nomeadamente o quinino, a mefloquina, a 
cloroquina e a amodiaquina. Apresentam uma acção selectiva em relação às formas do 
parasita que contêm hemozoína, os esquizontes maduros.  
O seu modo de acção ainda não se encontra esclarecido, apesar de existirem várias 
teorias na tentativa de o explicar, principalmente relativo à cloroquina, bem como os 
mecanismos de resistência que lhes estão associados. É importante realçar que pela 







existirão factores comuns entre os respectivos mecanismos de resistência. Por este 
motivo, na descrição que se segue, dá-se particular relevância aos modelos que se 




A cloroquina é uma 4-aminoquinolina, quimicamente derivada do quinino, sintetizada 
na Alemanha, durante a segunda Guerra Mundial. O mecanismo de acção da cloroquina 
baseia-se na interferência do fármaco, em mecanismos fundamentais para o 
Plasmodium. Foi considerado o fármaco de primeira linha no tratamento da malária não 
grave, até ao aparecimento dos primeiros relatos de resistência, no final dos anos 50, 
continuando no entanto a ser frequentemente utilizado, principalmente em África.  
 
I.8.1.1.1. Modo de acção da cloroquina 
 
Tendo por base os conhecimentos da actividade metabólica do parasita, referidos 
anteriormente (I.7.), têm sido propostos vários modelos, no sentido de explicar o modo 
de acção da cloroquina. Um dos mecanismos de acção deste fármaco, bem como outros 
antimaláricos da classe das quinoleínas, poderá ser baseado no bloqueio da 
polimerização dos grupos heme libertados na digestão da hemoglobina, por via da 
inibição de uma ou mais enzimas envolvidas neste processo, ou pela formação de 
complexos com a FPIX, provocando a sequestração deste composto até níveis letais. A 
cloroquina impede assim a formação de hemozoína e consequentemente a 
destoxificação da FPIX, originando a morte dos parasitas (Fitch, 1998; Ginsburg et al., 
1998; Sullivan et al., 1998; Zhang et al., 1999;).  
Por outro lado, in vitro, a cloroquina tem a capacidade de inibir os mecanismos de 
destoxificação dos grupos heme transferidos para o citoplasma, que posteriormente 
seriam degradados pela glutationa, possivelmente por ter a capacidade de se ligar e 
inibir algumas enzimas envolvidas neste processo, nomeadamente, a glutationa S-
transferase (Famin et al., 1999). Assim, Ginsburg e seus colaboradores (1999), 
consideram que o mecanismo de acção da cloroquina, envolve a inibição da 
destoxificação dos grupos heme, quer a nível do vacúolo digestivo do parasita, quer a 









Figura I.7 – Esquema representativo do modo de acção da cloroquina (adaptado de  www.tulane.edu/.../ 
notes/images/CQ_FV.gif)  
 
I.8.1.1.2. Mecanismo de resistência à cloroquina 
 
A resistência do P. falciparum à cloroquina parece estar associada a um aumento da 
capacidade do parasita para expelir o fármaco, ocorrendo esta expulsão a uma taxa tão 
elevada que apenas permite atingir níveis de concentração intracelular abaixo daquela 
que provoca uma inibição metabolicamente significativa da polimerização do grupo 
heme (Foley et al., 1997). Assim, parasitas resistentes apresentam níveis de 
concentração intracelular de cloroquina 40 a 50 vezes mais baixa, relativamente a 
parasitas sensíveis, significando numa menor acumulação de fármaco no vacúolo 
digestivo (Krogstad et al., 1987; Peel, 2001). A cinética de importação deste fármaco 
foi associada ao fenótipo de resistência à cloroquina, através da análise da progenia de 
um cruzamento genético entre um clone de P. falciparum resistente, Dd2, e outro 
sensível, HB3 (Wellems et al., 1990). 
 
Têm sido propostos alguns modelos, no sentido de explicar os diferentes níveis de 
acumulação de cloroquina no vacúolo do parasita. Os principais modelos diferenciam-se 








Na tentativa de explicar este mecanismo de resistência, surge a hipótese de que o 
plasmódio possua uma bomba protónica vacúolar pouco eficiente (Ginsburg & Stein, 
1991). Assim, a cloroquina sendo quimicamente uma base fraca, seria acumulada com 
menor eficiência no vacúolo acídico dos parasitas resistentes. Este modelo foi 
contrariado inicialmente, por não se encontrarem diferenças significativas no pH do 
vacúolo digestivo entre parasitas resistentes e sensíveis à cloroquina (Krogstad et al., 
1985; 1992). No entanto, um trabalho de Ursos e colaboradores (2000) apoia esta teoria, 
uma vez que se registaram valores inferiores de pH vacúolar no clone de P. falciparum 
resistente à cloroquina, Dd2, relativamente a outro sensível, HB3.  
O vacúolo digestivo do parasita, sendo o local de degradação da hemoglobina e 
armazenamento da hemozoína, constitui o local de acção de muitos antimaláricos, 
tornando-se no organelo onde provavelmente se localiza a maior parte das proteínas 
envolvidas nos fenómenos de resistência. O pH ácido deste organelo tem um papel 
importante nas várias funções por ele desempenhadas; no entanto, o mecanismo pelo 
qual é mantido o pH no espaço intra-vacuolar ainda não se encontra bem estabelecido 
(Saliba et al., 2003). Sabe-se que o pH desempenha um papel importante ao nível da 
fisiologia do vacúolo em diversas reacções, nomeadamente, na polimerização dos 
grupos heme, onde a enzima “histidine rich protein II” (HRPII), se liga aos grupos heme 
e inicia a polimerização da hemozoína (Sullivan, 2002). O perfil de pH, observado 
durante a ligação dos grupos heme à HRPII e a polimerização da hemozoína, mostra 
que estes dois tipos de locais de ligação da enzima podem ser diferenciados pelo pH 
(Lynn et al., 1999) 
 
Outro modelo potencialmente explicativo do fenómeno de resistência à cloroquina, 
baseia-se no facto de existirem aspectos comuns entre o fenótipo MDR, descrito em 
células tumorais e o fenótipo de resistência do plasmódio à cloroquina, nomeadamente a 
modulação pelo verapamil (VP), que é um clássico modulador de resistência a múltiplas 
drogas em células tumorais, baseado na acção específica sobre o produto do gene 
MDR1, a Pgp. Em Plasmodium o VP tem a capacidade de restabelecer a sensibilidade à 
cloroquina em parasitas resistentes, impedindo o fluxo do fármaco para o espaço extra-
celular (Krogstad et al., 1987; Martin et al., 1987), sendo este fenótipo também 







HB3 X Dd2 (Wellems et al., 1990). A mediação do fluxo de cloroquina por 
transportadores dependentes de ATP é outro aspecto que sugere que os dois fenómenos 
sejam similares, bem como a provável existência e envolvimento de proteínas 
homólogas entre os dois organismos, H. sapiens e P. falciparum (Ouellette et al., 2001). 
As observações supracitadas, bem como o facto do fenómeno de resistência em células 
tumorais ser mediado por proteínas transportadoras, dependentes de ATP, pertencentes 
à super família ABC (ATP Binding Cassette), com capacidade de efectuar o transporte 
inter-membranar de diversos fármacos anti-tumorais, quimicamente distintos (Endocott 
& Ling, 1989), direccionaram estudos no sentido da identificação de genes do tipo 
MDR em parasitas do género Plasmodium.  
Inicialmente foram identificados em P. falciparum, 3 genes codificantes de proteínas 
transportadoras do tipo ABC: 2 homólogos de glicoproteína – pfmdr1 e pfmdr2, e pfef3-
rl (Rubio & Cowman, 1996) um homólogo do gene GCN20 da levedura (Peel, 2001), 
no entanto as proteínas por eles codificadas apresentam estruturas distintas, sugerindo 
diferentes funções (Rubio & Cowman, 1996), actualmente com a sequenciação do 
genoma de P. falciparum foram identificados mais genes codificantes desta classe de 
transportadores.  
Os genes pfmdr1 e pfmdr2 foram identificados com base na amplificação por PCR da 
sequência de DNA, utilizando como primers sequências de oligonucleotidos 
conservadas nas P-glicoproteínas humanas e noutros transportadores de bactérias (Foote 
et al., 1989; Wilson et al, 1989). Ao contrário do que parece acontecer com o pfmdr1, 
não foi, até à data, reconhecido um envolvimento claro do gene pfmdr2 no fenótipo de 
resistência a antimaláricos (Rubio & Cowman, 1994). 
O pfmdr1 é um gene polimórfico localizado no cromossoma 5, que codifica uma 
proteína transportadora, com 162 kDa, dependente de ATP, pertencente à super-família 
ABC (ATP – Binding Cassette). Esta proteína, a Pgh1 (P-glicoprotein homologue 1), 
localizada na membrana do vacúolo digestivo do parasita (Cowman et al., 1991; Cremer 
et al., 1995), parece estar relacionada com a resistência à cloroquina (Reed et al., 2000), 
uma vez que existem evidências de que a Pgh1 actue como transportador de fármacos, 
tal como a P-glicoproteína em mamíferos (Ruetz et al., 1996). Sendo também evidente 
que alterações na sua estrutura primária, podem conduzir a alterações da sua função 







em S. cerevisiae (Volkman et al., 1995), resultando na acumulação deste fármaco por 
modulação do pH do vacúolo (Vans Es et al., 1994 a, b; Ruetz et al., 1996).  
A semelhança observada, quer em estrutura, quer em sequência, entre o produto do gene 
pfmdr1 e a P-glicoproteína (Pgh1) de células de mamíferos (Foote et al., 1989; Wilson 
et al., 1989), foi inicialmente proposto que a Pgh1 constituía a bomba de fluxo 
responsável pelo aumento do fluxo de cloroquina, para o exterior do vacúolo digestivo 
do parasita. Este modelo foi inicialmente apoiado pelo facto de se verificar alguma 
associação entre a resistência in vitro à cloroquina e mutações específicas na sequência 
deste gene (Foote et al., 1989, 1990; Wilson et al., 1989). Foram identificadas mutações 
pontuais na sequência do gene pfmdr1, responsáveis por alterações nos aminoácidos 86, 
184, 1034, 1042 e 1246, que podem estar relacionadas com variações da especificidade 
na ligação ao substrato (Foote et al., 1990). Os polimorfismos identificados no gene 
pfmdr1 foram agrupados em dois genótipos diferentes: tipo K1, resultante da alteração 
de uma asparagina por uma tirosina na posição 86 do gene; e tipo 7G8, com quatro 
mutações resultando na substituição dos aminoácidos nas posições 184, 1034, 1042 e 
1246 (Foote et al., 1990; Gomez-Saladin et al., 1999). Assim, e apesar da base genética 
da resistência à cloroquina não estar ainda completamente esclarecida, a mutação N86T 
(tipo K1) tem sido associada à resistência in vitro à cloroquina em isolados provenientes 
de várias áreas geográficas da Ásia e Africa (Foote et al., 1990, Adagu et al., 1996). Por 
outro lado, as estirpes de P. falciparum resistentes à cloroquina provenientes da 
América do Sul foram caracterizadas pela presença do triplo mutante nos aminoácidos 
1034, 1042 e 1246 do gene pfmdr1, tal como o genótipo designado por tipo 7G8 (Foote 
et al., 1990). 
No entanto, estudos efectuados tendo por base a análise dos resultados do cruzamento 
genético entre HB3 e Dd2, demonstraram uma segregação independente entre as 
respostas à cloroquina e polimorfismos no gene pfmdr1 (Wellems et al, 1990). Apesar 
de continuar por esclarecer, a forma pela qual este gene pode estar associado ao 
fenómeno de resistência. Alguns estudos evidenciam uma associação a este fenótipo, 
pela associação de diferentes alelos deste gene ao fenótipo de resistência à cloroquina, 
nomeadamente em isolados provenientes da Malásia, Guiné-Bissau, Nigéria, Brasil, 
Sudão e Indonésia (Cox-Singh et al., 1995; Adagu et al., 1996; 1995; Póvoa et al., 







outros estudos demonstraram não existir uma associação evidente entre os 
polimorfismos no gene pfmdr1 e as respostas in vivo e in vitro à cloroquina em 
populações parasitárias naturais, bem como o facto dos alelos deste gene não serem 
predictivos do resultado da terapêutica utilizada nem do fenótipo in vitro do parasita, 
não constituindo um marcador molecular de resistência robusto (Ritchie et al., 1996; 
Bhattacharya et al., 1997; von Seidlein et al., 1997; Grobusch et al., 1998; Povoa et al., 
1998; Duraisingh et al., 2000 a; Flueck et al., 2000; Pillai et al., 2001; Basco & 
Ringwald, 2002; Lopes et al., 2002 a, b; Mawili-Mboumba et al., 2002; Thomas et al., 
2002; Lim et al., 2003; Ochong et al., 2003). 
A análise da progenia do cruzamento de HB3 X Dd2 mostrou ainda, que o principal 
gene associado à resistência se encontra no cromossoma 7, enquanto o pfmdr1 está 
localizado no cromossoma 5 (Wellems et al., 1991), evidenciando o facto de que a P – 
glicoproteína 1, codificada pelo pfmdr1, não é o factor determinante de resistência 
(Wellems et al., 1991; Su et al., 1997; Reed et al., 2000).  
Um estudo de transfecção genética demonstrou que determinados polimorfismos, no 
gene pfmdr1, parecem ter a capacidade de provocar alterações parciais na sensibilidade 
à cloroquina (Reed et al., 2000), suportando a hipótese de que este gene poderá ter um 
papel secundário na resistência ao fármaco.  
 
A análise do mapa de linkage da descendência do cruzamento HB3 X Dd2 realizado por 
Wellems e seus colaboradores, localizou o determinante de resistência à cloroquina no 
cromossoma 7, que inicialmente originou a identificação do gene pfcg2 como 
determinante da resistência à cloroquina (Le Bras et al., 1996), que posteriormente se 
verificou que esta associação não se devia ao seu envolvimento directo neste fenótipo, 
mas sim pela sua proximidade entre ele e o gene pfcrt (Fidock et al., 2000), que viria a 
ser considerado como o determinante efectivo da resistência a esta quinoleína (Durand 
& Le Bras, 1999; 2001; Duraisingh et al., 2000; Adagu & Warhurst, 2001; Durand et 
al., 2001; Labbé et al., 2001).  
A tradução da sequência que codifica o gene pfcrt do clone de P. falciparum Dd2, 
origina uma proteína de 48,6 kDa com 424 a.a., PFCRT, esta proteína por análise de 
sequências e buscas em bases de dados, foi caracterizada como pertencente a uma 







Esta análise no entanto não identificou nenhuma sequência sinal típica ou algum motivo 
tipo “ATP binding”. 
A comparação de sequências dos clones do cruzamento e da progenia revelou nove 
codões com alterações nucleotídicas, diferentes entre clones resistentes e sensíveis à 
cloroquina, nos aminoácidos 72, 74, 75, 76, 220, 271, 326, 356 e 371, estas 
substituições localizam-se dentro ou próximo dos segmentos transmembranares. No 
entanto num estudo recente, efectuado nas Filipinas, foram identificadas duas novas 
mutações (A144T e L160Y) associadas à resistência in vivo à cloroquina nos isolados 
estudados (Chen et al., 2003). A localização sub-celular desta proteína concentra-se 
exclusivamente no vacúolo digestivo nas fases intra-eritrocitárias do parasita.  
As mutações encontradas no gene pfcrt podem resultar numa alteração do fluxo de 
cloroquina e/ou redução da ligação da cloroquina à hematina através da alteração do pH 
do vacúolo digestivo (Fidock et al., 2000) 
Este gene está associado à resistência à cloroquina através da sua capacidade de 
modulação do pH do vacúolo digestivo, que afecta o transporte de cloroquina ou a 
ligação ao grupo heme (Fidock et al., 2000). O papel deste gene neste mecanismo foi 
confirmado por estudos de transfecção genética por Fidock e colaboradores (2000) e 
Sidhu e colaboradores (2002). As mutações encontradas no pfcrt, tipo 7G8 
(SMNTSQDLR) e tipo Dd2 (CIETHSESTI), têm a capacidade de conferir um nível 
similar de acidificação do vacúolo digestivo, existindo uma relação directa entre a 
expressão dos alelos do gene pfcrt associados à resistência à cloroquina e a alteração da 
fisiologia do vacúolo digestivo (Bennett et al., 2004).  
Um estudo recente demonstrou que em determinadas condições a proteína PFCRT tem 
a capacidade de ligar-se especificamente à cloroquina (Zang et al., 2004) 
 
A mutação no aminoácido 76 (polimorfismo K76T) apresenta uma forte relação com o 
fenótipo de resistência, sendo que vários estudos de campo fundamentam esta 
associação (Fidock et al., 2000; Babiker et al., 2001; Basco & Ringwald, 2001; Djimde 
et al., 2001 a; Pillai et al., 2001; Checchi et al., 2002; Lopes et al., 2002, a, b; Nagesha 
et al., 2003; Ngo et al., 2003; Huaman et al., 2004 a, b). No entanto, apesar destes 
estudos, que demonstraram uma forte associação entre este alelo e o fenótipo dos 







nomeadamente em estudos in vivo no Uganda (Kyosiimire-Lugemwa et al., 2002), e in 
vitro, no Senegal (Thomas et al., 2002; Daily et al., 2003), demonstraram que a 
presença de pfcrt 76T não é necessariamente predictivo de resistência à cloroquina. É 
ainda de notar que normalmente esta mutação não ocorre isoladamente, sendo 
encontrada em associação pelo menos com o polimorfismo 220S, o que sugere a 
provável complexidade do fenómeno de resistência à cloroquina, mesmo aceitando o 
modelo simplificado de que alterações no gene pfcrt seja o único factor significativo 
para o gerar (Wernsdorfer & Noedl, 2003).  
Assim, a mutação pfcrt K76T parece constituir um factor frequentemente necessário, 
mas não suficiente para o fenómeno de resistência à cloroquina in vivo (Basco & 
Ringwald, 2001; Mayor et al., 2001; Pillai et al., 2001; Jelinek et al., 2002; Kyosiimire-
Lugemwa et al., 2002; Scheinder et al., 2002; Lim et al., 2003), reforçando assim a 
hipótese do envolvimento de outros polimorfismos e/ou outros genes no fenótipo de 




A amodiaquina, uma 4-aminoquinoleína com uma estrutura química muito semelhante à 
cloroquina, é também muito utilizada no tratamento de malária não grave. Sendo ainda 
eficaz em algumas áreas endémicas (Barennes et al., 2004), em África é considerada 
como uma das últimas alternativas economicamente viável, à cloroquina (Aubouy et al., 
2003; Ochong et al., 2003), Esta quinoleína constitui um bom fármaco para utilização 
em associações terapêuticas (Molta et al., 2003; Barennes et al., 2004; Checchi et al., 
2004; Talisuna et al., 2004 c). No entanto a amodiaquina, principalmente em crianças, 
pode apresentar alguns efeitos colaterais (Adónis-Koffy et al., 2003). 
 
I.8.1.2.1. Modo de acção da amodiaquina 
 
Pela similaridade da estrutura química apresentada entre a amodiaquina e a cloroquina, 
tem sido assumido que os mecanismos de acção possam apresentar moléculas e/ou vias 
metabólicas alvo comuns a ambos. Está estabelecido que tal como a cloroquina, a 
amodiaquina é acumulada no vacúolo digestivo do parasita inibindo a polimerização 
dos grupos heme, aumentando o seu fluxo para fora do vacúolo. Esta quinoleína inibe 







se acumule na membrana do parasita (Ginsburg et al., 1998). Estes dados foram 
confirmados num estudo realizado por Ginsburg & Golenser (2003), utilizando os 
modelos murinos P. berghei e P. vinckei. 
 
I.8.1.2.2. Mecanismo de resistência à amodiaquina 
 
Em relação ao mecanismo de resistência a esta quinoleína não existem muitos dados, 
assumindo-se contudo que sendo um composto semelhante à cloroquina, os mecanismos 
de resistência do parasita a estes dois antimaláricos apresentem vários aspectos em 
comum. Estudos in vitro evidenciaram a existência de mecanismos comuns (Basco & 
Le Brás, 1992). Além de que recentemente um estudo in vivo efectuado por Ochong e 
colaboradores (2003), com isolados do Sudão, demonstrou uma forte associação entre o 
polimorfismo K76T do gene pfcrt e o fenótipo de resistência à amodiaquina, o que 
reforça a similaridade já assumida entre ambos os mecanismos. Em contrapartida, no 
mesmo estudo não foi identificada nenhuma associação do gene pfmdr1 a este fenótipo.  
 
I.8.1.3. QUININO  
 
O quinino foi isolado em 1820, pelos químicos franceses Pierre Pelletier e Joseph 
Caventou (Burke et al., 2002). Este composto é um dos quatro alcalóides extraídos da 
casca de várias espécies do género Cinchona, apresentando um forte efeito a nível dos 
estadios intra-eritrocitários de P. falciparum. No entanto tem-se verificado um 
decréscimo na eficácia da sua actividade antimalárica. A sua utilização tem sido 
limitada ao tratamento de malária grave, não sendo habitualmente utilizado como 
profilático, não só por apresentar vários efeitos secundários adversos, como também, 
por apresentar um curto tempo de vida.  
Devido à sua posologia e aos problemáticos efeitos secundários, o quinino não tem sido 
considerado como uma alternativa viável aos antimaláricos de primeira linha no 
tratamento de malária não grave. Continua, no entanto, a ser o fármaco de eleição no 
tratamento de malária grave ou em casos de multi-resistência (Roche et al., 2003), 
sendo em algumas áreas endémicas recomendada a sua utilização em combinação com a 







I.8.1.3.1. Modo de acção do quinino 
 
O quinino actua principalmente a nível das fases intra-eritrocitárias assexuadas de 
Plasmodium. Como foi referido anteriormente, tem-se assumido que este composto 
interfere com o mecanismo de digestão da hemoglobina efectuada pelo parasita (Geary 
et al., 1986). No entanto, estudos recentes parecem associar o quinino à inibição do 
processo de ingestão da hemoglobina por parte do parasita, a partir da célula hospedeira 
(Famin & Ginsburg, 2002), processo fundamental à sobrevivência do Plasmodium, uma 
vez que a hemoglobina representa para o parasita a fonte de aminoácidos, necessária ao 
seu desenvolvimento. 
 
I.8.1.3.2. Mecanismo de resistência ao quinino 
 
O mecanismo de resistência a este composto, ainda não se encontra totalmente 
clarificado, no entanto, estudos de transfecção demonstraram que as mutações no gene 
pfmdr1, nos códões 1034, 1042 e 1246, podem estar associadas à resistência ao quinino 
(Reed et al., 2000; Ward & Bray, 2000).  
Existem algumas evidências de que as mutações no gene pfmdr1, associadas à 
resistência à cloroquina, podem também influenciar a diminuição da susceptibilidade ao 
quinino (Ferdig et al., 2004). Na Gambia, o alelo Y86 do gene pfmdr1, está fracamente 
associado à diminuição da sensibilidade a este antimalárico (Wongsrichanalai et al., 
2002). Tendo sido observado que a sua participação no fenótipo de resistência ao 
quinino, tal como à mefloquina e halofantrina, também parece envolver o aumento do 
número de cópias do gene bem como o seu aumento de expressão (Burke et al., 2003). 
Um estudo recente demonstrou que os cromossomas 5, 7 e 13 contêm genes que 
potencialmente contribuem para as variações na resposta do P. falciparum ao quinino 
(Ferdig et al., 2004). 
Em pesquisas de genes e/ou transportadores associados à resistência a antimaláricos, o 
gene pfcrt foi identificado como um dos genes envolvido na resposta ao quinino, sendo 
as suas mutações consideradas um factor necessário mas não suficiente para justificar a 
capacidade do parasita para resistir a este fármaco (Mu et al., 2003; Cooper et al., 2002; 










A mefloquina foi um composto produzido pelo exército Norte-americano, durante os 
anos 70, para combater a resistência a antimaláricos (Peters, 1998). Estudos iniciais, 
realizados em malária de roedores indicaram que a resistência a este fármaco, à 
semelhança de outros utilizados anteriormente, poderia tornar-se um problema (Peters, 
1977), tendo surgido pela primeira vez casos de resistência à mefloquina em P. 
falciparum no início dos anos 80.  
 
I.8.1.4.1. Modo de acção da mefloquina 
 
Várias evidências pareciam apontar no sentido de que a mefloquina apresentasse um 
modo de acção semelhante ao dos restantes antimaláricos da mesma classe, interferindo 
com a digestão da hemoglobina que ocorre no vacúolo digestivo do parasita (Foley & 
Tilley; 1997). No entanto, sendo um composto bastante lipofílico não tem a capacidade 
de atingir elevadas concentrações neste organelo, o que pode indiciar que este fármaco 
apresente um local de acção distinto (Foley & Tilley; 1997, 1998). Este facto parece 
ainda sugerir que a acumulação de fármaco na célula, não será o factor determinante da 
sua actuação. Por outro lado, o modelo explicativo para a actuação das quinoleínas, 
baseado na interferência do fármaco na digestão da hemoglobina, provocando uma 
acumulação desta até atingir níveis tóxicos para a célula, foi excluído pelo estudo de 
Famin & Ginsburg (2002), onde foi demonstrado que não existe relação entre a 
acumulação de hemoglobina e a morte dos parasitas. No entanto, o facto de a 
mefloquina inibir a acumulação de hemoglobina, sugere que possivelmente a sua acção 
ocorra interferindo directamente na inibição da ingestão desta a partir da célula 
hospedeira. 
 
I.8.1.4.2. Mecanismo de resistência à Mefloquina 
 
O mecanismo de resistência à mefloquina tem sido associado à amplificação do gene 
pfmdr1, bem como ao aumento de expressão do produto deste gene, a proteína Pgh1 
(Cowman et al., 1994; Peel et al., 1994; Price et al., 2004). Este mecanismo não está 







combinação de vários factores ou mecanismos (Frédérich et al., 2002). Estudos recentes 
demonstraram que a monitorização do número de cópias do gene pfmdr1, bem como as 
mutações na sua sequência, na Tailândia encontram-se associadas ao mecanismo de 
resistência à mefloquina e podem ser predictivos de falência terapêutica desta 
quinoleína nesta área endémica (Kim et al., 2001; Begum et al., 2002; Pickard et al., 
2003; Price et al., 2004).   
 
A selecção in vitro de um clone resistente à mefloquina, W2mef, a partir de parasitas 
resistentes à cloroquina, resultou num aumento do tamanho do cromossoma 5 (Wilson 
et al, 1989; Cowman et al., 1994; Peel et al., 1994), envolvendo amplificação do gene 
pfmdr1, o que parece conferir vantagem selectiva ao parasita, na presença de 
mefloquina (Ritchie et al., 1996). No entanto, a selecção da linha de parasitas 
FAC8mef, demonstrou que devem existir outros mecanismos associados a este fenótipo, 
uma vez que a selecção desta linha não resultou nem na amplificação do gene pfmdr1, 
nem num aumento de expressão da proteína Pgh1 (Lym et al., 1996), em concordância 
com resultados obtidos em isolados da África Sub-sahariana (Basco et al., 1995).  
Foi demonstrado in vitro, por Reed e seus colaboradores (2000), que mutações na 
proteína Pgh1 podem conferir resistência à mefloquina no Sudeste Asiático, onde se 
verifica que os isolados tipo “selvagem”, relativamente ao códão 86 (Lopes et al., 2002 
b; Pickard et al., 2003) e com o polimorfismo F184 apresentam um fenótipo de 
resistência à mefloquina, encontrando-se ainda uma associação entre o número de 
cópias do gene pfmdr1 (maior ou igual a 3) e a resistência a este antimalárico (Wilson et 
al., 1993; Pickard et al., 2003). O fenótipo de resistência à mefloquina é um fenómeno 
reversível por verapamil no Sudeste Asiático; no entanto em isolados africanos este 
fenómeno não se verifica (Basco et al., 1995).  
A discrepância entre os resultados publicados, relativamente ao mecanismo de 
resistência inerente à mefloquina, demonstra claramente o envolvimento de outros 
factores neste processo. 
 
Todos os factos expostos sugerem que o fenótipo de resistência aos fármacos da classe 
das quinoleínas, em especial à cloroquina, é o resultado de um fenómeno multi-factorial 







os três principais fármacos desta classe (CQ, MQ e QUIN) (Zalis et al., 1998). Neste 
trabalho foram analisados polimorfismos dos genes pfmdr1 e pfcrt e o seu envolvimento 
nos mecanismos de resistência aos antimaláricos, cloroquina, amodiaquina, quinino e 
mefloquina, os quais foram seleccionados como objecto deste estudo.  
 
I.8.2. GRUPO DOS ANTIFOLATOS 
 
O fármaco considerado mais eficiente desta classe, com menos efeitos secundários, 
baixa toxicidade e consequentemente o mais utilizado, foi a pirimetamina, a qual foi 
introduzida como antimalárico, em 1952. 
 
I.8.2.1. PIRIMETAMINA/ SULFADOXINA 
 
Actualmente, e apesar dos níveis de resistência que o plasmódio apresenta 
principalmente em Africa, a pirimetamina é muito utilizada em conjunto com a 
sulfadoxina (Fansidar ®), como alternativa à cloroquina. Considera-se que os países 
Africanos, onde a cloroquina perdeu a sua eficácia e onde não existe ainda uma 
alternativa viável, devem continuar a usar esta terapêutica até à implementação de um 
novo esquema terapêutico baseado em combinações (Plowe et al., 2004). 
 
I.8.2.1.1. Modo de acção da pirimetamina/ sulfadoxina 
 
O mecanismo de acção e resistência aos fármacos da classe dos antifolatos, 
principalmente, pirimetamina/sulfadoxina, encontra-se bem descrito e é distinto dos 
mecanismos dos fármacos descritos anteriormente (Cravo & Rosário, 2002). 
A síntese de folatos é essencial para o parasita, uma vez que é incapaz de obter as 
pirimidinas a partir do seu hospedeiro, necessitando por isso de realizar a sua própria 
síntese (Ferone, 1977). O folato é um co-factor essencial em várias reacções de 
transferência de carbono, especialmente na biosíntese da dihidrofolato reductase 
(DHFR) e timidilato sintetase (TS), que catalisam a síntese de timidina monofosfato 
(dTMP). Nos protozoários e nas plantas, estas duas enzimas encontram-se fundidas, 
resultando na proteína DHFR-TS (Ferone & Roland, 1980). O folato é constituído por 
pteridina, PABA e ácido glutâmico. O Plasmodium tem a capacidade de sintetizar este 







necessita da enzima DHPS activa, uma condição essencial para a síntese de ácido fólico 
(Ouellette, 2001). A pirimetamina liga-se à enzima DHFR-TS e a sulfadoxina à DHPS, 
provocando por um lado um decréscimo na síntese de pirimidinas e consequente 
inibição da replicação de DNA, por outro a diminuição da síntese de metionina e 
redução da conversão da glicína em serina. Estas alterações na célula resultam na 
inibição ou bloqueio do ciclo de vida do parasita.  
 
 
Figura I. 8 – Resumo da via biosintética do ácido fólico alvo da acção do Fansidar® (adaptado de 
http://sites.huji.ac.il/malaria/maps/folate.gif) 
 
I.8.2.1.2. Mecanismo de resistência da pirimetamina/ sulfadoxina 
 
Foi demonstrado, através de estudos em P. falciparum e modelos murinos de malária, 
que a resistência à pirimetamina/sulfadoxina, surge pela presença de mutações pontuais 
nas regiões codificantes do centro activo das enzimas DHFR-TS e DHPS (Foote et al., 
1990; Peterson et al., 1998; Carlton et al., 2001; Wongsrichanalai et al., 2002). 
Considera-se que este fenótipo resulte inicialmente de uma selecção pela sulfadoxina/ 
pirimetamina de parasitas com mutações na pfdhfr ou pfdhps. Durante a infecção, são 
seleccionados, os portadores de alelos que lhes permitam resistir a concentrações mais 
elevadas de fármaco. A falência terapêutica surge quando se tornam prevalentes os 
parasitas com mutações suficientes para sobreviver a doses terapêuticas do Fansidar® 
(sulfadoxina/pirimetamina) (Gatton et al., 2004). 
Estudos de transfecção genética (van Dijk et al., 1995; Wu et al., 1996), em clones de 
P. falciparum, demonstraram que a mutação pontual que promove a alteração de uma 







aproximadamente 10 vezes a resistência destes isolados à pirimetamina. A alteração de 
uma asparagina para isoleucina, no códão 51, a mutação C59R e a mutação no códão 
164 (substituição de uma isoleucina por uma leucina) no gene pfdhfr, também 
aumentam os níveis de resistência à pirimetamina (Cowman et al., 1988; Zolg et al., 
1990; Peterson et al., 1998; Nzila et al., 2000). 
Mutações pontuais nos códões 436, 437, 540 e 613 no gene pfdhps (Brooks et al., 1994; 
Triglia & Cowman, 1994), estão associados à resistência à sulfadoxina quando os 
ensaios de susceptibilidade são realizados em baixas concentrações ou na ausência de 
folato no meio (Triglia & Cowman, 1994; Wang et al., 1997). 
Em alguns casos, a mutação no gene pfdhfr, no códão 108 (S108N), parece ser 
suficiente para conferir resistência à pirimetamina e consequentemente à pirimetamina/ 
sulfadoxina (Sibley et al., 2001). O facto de uma única mutação ser suficiente para 
alterar a susceptibilidade a esta combinação de fármacos, explica a razão pela qual a 
resistência do parasita a este composto tenha surgido imediatamente após a 
generalização do seu uso, como terapêutica da malária (Cravo & Rosário, 2002).  
As mutações nos códões 51 e 59 encontram-se normalmente associadas com elevados 
níveis de resistência (Doumbo et al., 2000; Jafari et al., 2003). A análise polimórfica 
dos códões 16, 51, 59, 108 e 164 na DHFR e 436, 437, 540, 581 e 613 na DHPS pode 
ser predictiva do desenvolvimento de resistência à pirimetamina/sulfadoxina. A 
frequência da combinação das duas mutações pfdhfr 59 e pfdhps 540 é predictiva da 
resposta clínica ao Fansidar® (Kyabayinze et al., 2003). O conjunto das mutações 108N, 
51I, 59R em pfdhfr e 437G e 540E no pfdhps, designado pelo quíntuplo mutante, é 
considerado como o marcador molecular para a falência terapêutica, observada no 
tratamento de P. falciparum, com Pirimetamina/Sulfadoxina (Kublin et al., 2002; Bwijo 
et al., 2003; Jafari et al., 2003). Contudo, um estudo recente considera que a utilização 
destas mutações como marcadores moleculares de resistência à pirimetamina e 
sulfadoxina, deve ter em conta a idade dos indivíduos em estudo (Staedke et al., 2004). 
Apesar da frequência destas mutações ser elevada e continuar a aumentar, esta 










I.8.3. DERIVADOS DE QINGHAOSU 
 
A longa história de utilização pelos chineses e vietnamitas, da planta Artemísia annua L, 
no tratamento de vários tipos de febre, incluindo a malária (Mueller et al., 2000; Phan, 
2002), orientou a investigação, no sentido da manufactura de artemisinina e dos seus 
derivados, nomeadamente o artesunato, para testar a tolerância do organismo humano, a 
este tipo de compostos e ainda a sua eficácia no tratamento de infecções por P. 
falciparum e P. vivax (Phan, 2002). Actualmente, não existe resistência clínica à 
artemisinina evidente, apenas casos de diminuição de susceptibilidade dentro dos 
parâmetros do sucesso terapêutico. As recrudescências após monoterapia com derivados 
da artemisinina devem-se provavelmente a factores farmacológicos, tais como a 
metabolização do fármaco, e não propriamente a uma falência terapêutica da 
artemisinina devida à resistência do parasita a este antimalárico (Meshnick, 2002).  
Alguns compostos contendo endoperóxidos, apresentam actividade antimalárica 
(Meshnick, 1994; Pandey et al., 1999, Price, 2000), tais como a artemisinina e os seus 
derivados, que actualmente constituem a maior esperança no combate à fármaco-
resistência. A utilização desta classe de compostos é actualmente, recomendada em 
combinações terapêuticas (Depoortere et al., 2004; Nosten & Ashley, 2004; Olliaro & 
Taylor, 2004; White, 2004). 
 
Existem três factores que podem estar associados ao facto de não existir resistência 
clínica e à diminuição da possibilidade de desenvolvimento de resistência: 1) os 
derivados de artemisinina são normalmente utilizados em combinação com outros 
fármacos; 2) estes compostos apresentam actividade gametocítica o que inibe a 
transmissão de estirpes resistentes; 3) são fármacos com tempos de semi-vida curtos, 
(Ittarat et al, 2003), de aproximadamente 2,72 +/- 1,76 h (De Vries et al., 1997). 
 
I.8.3.1. ARTEMISININA E SEUS DERIVADOS 
 
Estes antimaláricos apresentam uma toxicidade rápida e selectiva em relação às formas 
do parasita que contêm hemozoína, os esquizontes maduros, os parasitas desaparecem 
em média ao fim de 36 h (De Vries et al., 1997). Apresentam estruturas diferentes dos 
fármacos do grupo das quinoleínas, e têm a capacidade de ultrapassar os mecanismos 







artesunato é um dos agentes antimaláricos derivados da artemisinina mais importantes, 
por, tal como a artemisinina, ser eficiente contra parasitas que desenvolveram 
resistência aos antimaláricos convencionais, no entanto apresenta a vantagem de ser 
mais solúvel em água. Apesar de como monoterapia apresentarem elevadas taxas de 
recrudescência, estes compostos constituem actualmente a maior esperança em termos 
terapêuticos no tratamento da malária. As combinações baseadas nestes fármacos são 
particularmente efectivas e de actuação muito rápida (Gomez et al., 2003; Taylor et al., 
2003; Adjuik et al., 2004; Barennes et al., 2004; Drakeley et al., 2004; White, 2004), 
além de que apresentam a capacidade de sinergir com a maioria dos antimaláricos 
(Gupta et al., 2002 a, b). 
 
I.8.3.1.1. Modo de acção da artemisinina e seus derivados 
 
O mecanismo de acção deste grupo de antimaláricos ainda não se encontra 
completamente clarificado; no entanto, estes parecem interferir com a via catabólica da 
hemoglobina e inibir a polimerização do grupo heme (Pandey et al., 1999¸ Meshnick, 
2002).  
Estudos in vitro demonstraram a existência de uma relação entre os derivados da 
artemisinina e os grupos heme na activação do fármaco, pela formação de radicais de 
artemisinina, através da clivagem da ligação do endoperóxido do fármaco, catalisada 
pelos grupos heme ou pelo ferro, originando compostos instáveis. Assim, o 
metabolismo dos grupos heme constitui um passo fundamental para a eficácia desta 
classe de antimaláricos. 
São os radicais livres do fármaco, que apresentam actividade antimalárica provocando a 
alquilação das proteínas do parasita e consequentemente a sua morte (Meshnick, 1994, 
2002; Pandey et al., 1999; Delhaes et al., 2000). Outra forma de acção destes 
antimaláricos é a inibição da actividade proteolítica no vacúolo digestivo do parasita, 
provocada pelos radicais da artemisinina, o que resulta numa acumulação de 
hemoglobina, em parasitas tratados com este fármaco (Pandey et al., 1999; Meshnick, 
2002).  
Além dos mecanismos descritos, os endoperóxidos realizam a ruptura da hemozoína já 
existente no vacúolo do parasita, o que aumenta rapidamente o nível de grupos heme, 








Actualmente existem dois mecanismos moleculares propostos para explicar o modo de 
acção da artemisinina e seus derivados, baseados nos genes pfTCTP (TCTP - 
“translationally controlled tumor protein”) e pfATPase6 (única ATPaseCa2+ do tipo 
SERCA identificada no genoma do Plasmodium) 
O produto do gene pfTCTP liga-se ao cálcio e aos grupos heme e reage covalentemente 
com a dihidroartemisinina na presença de grupos heme (Bhisutthibhan et al., 1998; 
1999), parecendo constituir uma das formas de actuação deste fármaco. No entanto, a 
associação entre este mecanismo e a actividade antimalárica da artemisinina e derivados 
ainda não se encontra esclarecido (Bhisutthibhan & Meshenick, 2001) 
Por analogia da estrutura da artemisinina, com um inibidor específico da enzima 
retículo sarco/endoplasmático Ca2+ ATPase (SERCA), colocou-se a hipótese de que em 
P. falciparum, a artemisinina se comportasse como um inibidor específico da SERCA 
(Eckstein-Ludwig et al., 2003). Num estudo recente, foi demonstrado que a artemisinina 
inibe especificamente a actividade desta enzima, enquanto outros antimaláricos como o 
quinino e a cloroquina não provocam qualquer inibição (Eckstein-Ludwig et al., 2003).  
 
 
Figura I.9 – Esquema resumido do modo de acção como antimalárico da artemisinina e seus derivados 








I.8.3.1.2. Mecanismo de resistência aos derivados de Qinghaosu 
 
O mecanismo através do qual os parasitas do género Plasmodium, apresentam a 
capacidade de tolerar a presença desta classe de fármacos, tal como acontece com a 
maioria dos antimaláricos em utilização ainda não se encontra esclarecido. No entanto, 
considera-se que mutações na proteína Pgh-1, à semelhança do que se verifica com a 
mefloquina e halofantrina, podem influenciar o nível de susceptibilidade à artemisinina 
(Price et al., 1999; Duraisingh et al., 2000 a, b; Reed et al., 2000).  
A mutação no códão 76 do gene pfcrt (K76T), ao contrário do que acontece com a 
cloroquina, aumenta a susceptibilidade à artemisinina (Cooper et al., 2002). Em 
Plasmodium yoelli as estirpes resistentes a estes fármacos apresentam um aumento de 
expressão do gene pyTCTP, relativamente às estirpes sensíveis (Meshnick, 2002), 
indiciando o envolvimento deste gene ao fenómeno de resistência a estes antimaláricos. 
O fenótipo de resistência à artemisinina não sendo todavia um fenótipo implementado 
em zonas endémicas, e mesmo parecendo ser um fenómeno multi-factorial (Walker et 
al., 2000), poderá voltar a ser induzido in vitro, tal como já foi realizado por Inselburg 





Tendo por base a problemática da resistência aos antimaláricos, nomeadamente à 
cloroquina, amodiaquina, quinino e mefloquina, cuja resistência do parasita se encontra 
actualmente disseminada em inúmeras áreas geográficas onde a malária é endémica, 
considerou-se importante estudar este fenótipo, associando-o a potenciais marcadores 
moleculares de resistência os genes pfcrt e pfmdr1 a antimaláricos do grupo das 
quinoleínas. 
Este trabalho tem como objectivos científicos específicos: 
 
1. ESTUDO EPIDEMIOLÓGICO DA RESISTÊNCIA: 
 
1.1. Determinar a prevalência da resistência àqueles antimaláricos em diferentes 







Democrática São Tomé e Príncipe (RDSTP), República de Angola (R Angola), 
Tailândia e Brasil. 
 
1.2. Determinar a frequência alélica dos referidos genes. 
 
1.3. Estudar a possibilidade de utilização científica destes genes, como marcadores 
moleculares de resistência, pela análise da associação entre eles e os fenótipos 
apresentados pelos isolados. 
 
2. ESTUDO DOS NÍVEIS DE EXPRESSÃO DOS pfcrt E pfmdr1: 
 
Utilizando clones de P. falciparum de genótipo e fenótipo devidamente caracterizado: 
 
2.1. Identificar no ciclo intra-eritrocitário do parasita, a fase em que os genes pfcrt e 
pfmdr1 apresentam um nível de expressão basal mais elevado.  
 
2.2. Estudar os níveis de expressão basal em parasitas com diferentes 
susceptibilidades à cloroquina e à mefloquina (3D7, Dd2, STP 595 e STP 611). 
 
2.3. Avaliar a indução da expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 pela cloroquina e pela 
mefloquina nos clones e isolados acima citados. 
 
3. ESTUDOS DE EXPRESSÃO HETERÓLOGA DOS GENES pfcrt E pfmdr1 EM S. cerevisiae: 
 
Finalmente, utilizando o modelo de expressão heteróloga S. cerevisiae 
 
3.1. Avaliar o fenótipo de clones de S. cerevisiae portadores dos genes pfcrt e 
pfmdr1 de P. falciparum.  
 
3.2. Determinar a localização sub-celular das proteínas PFCRT e Pgh1 quando 
expressas em S. cerevisiae.  
 
Esta actividade de investigação para doutoramento incluiu estadias em laboratórios e 
instituições com quem o CMDT/IHMT possui acordos de trabalho, e permitiu 







República Democrática de São Tomé e Príncipe  























































































































II.1.1. P. falciparum  
 
II.1.1.1. Clones de referência 
 
Neste trabalho, utilizou-se o parasita Plasmodium falciparum mantido em cultura in 
vitro como modelo experimental. Os clones de referência, previamente caracterizados a 
nível do genótipo e do fenótipo (Tabela II.1), armazenados na colecção crio-preservada 
do Laboratório da UEI Malária/ Centro de Malária e Outras Doenças Tropicais, foram 
os seguintes: HB3, 3D7, K1, Dd2 e T9/94. 
 
Tabela II.1 – Caracterização dos clones de P. falciparum de referência. CQ – cloroquina, MQ – 
mefloquina, QUIN – quinino, K – lisina, N – asparagina, D – ácido aspártico, T – treonina; ? Não está 
identificada a proveniência geográfica deste clone. 


























































































































II.1.1.2. Isolados de P. falciparum 
 
Os isolados de Plasmodium falciparum, considerados no estudo da epidemiologia da 
resistência e epidemiologia molecular dos genes pfmdr1 e pfcrt, foram colhidos em 
diferentes zonas endémicas de malária: República Democrática de São Tomé e Príncipe 
(RDSTP), República de Angola (R Angola), Tailândia e Brasil. 
Os isolados de P. falciparum, STP 595 e STP 611, utilizados para estudos dos níveis 
expressão génica, foram colhidos na RDSTP, e crio-preservados no Laboratório da UEI 
Malária/CMDT. 
 
II.1.2. Escherichia coli 
 
A estirpe de bactéria utilizada neste trabalho, para a realização de clonagens foi a E. coli 
XL1-Blue, esta estirpe permite a discriminação pela cor azul-branco de plasmídeos 
recombinantes, e constitui uma estirpe hospedeira de eleição, para aplicações de 
clonagens de rotina. Esta estirpe é usada por rotina nos procedimentos de clonagem do 
Laboratório de Engenharia Biológica do Instituto Superior Técnico. 
 
II.1.3. Saccharomyces cerevisae 
 
As estirpes de levedura utilizadas neste trabalho, para estudos de expressão heteróloga 
dos genes pfcrt e pfmdr1 de Plasmodium, foram a By4741, By4741∆erg6 e a Fy 
1679_28c, para os estudos de localização das proteínas codificados pelos mesmos. 
 
 
II.1.4. Vectores de clonagem 
 
II.1.4.1. pCR2.1 TOPO – Plasmídeo de E.coli fornecido pela Invitrogene no kit de 






































MscI 1528 Bgl II 1282
 
 
Figura II.1 – Esquema representativo do mapa físico do vector pCR2.1 
 
II.1.4.2. pBluescript SK+/-(pBC) – Neste vector a designação SK indica a orientação 
do local de clonagem múltipla, no mesmo sentido que ocorrer a transcrição do gene 























Origem ColE1  
 












II.1.4.3. p416GPD – Plasmídeo shuttle de S. cerevisiae e E. coli. Este vector 
centromérico é um vector de expressão de levedura, com um promotor forte, portador 
de uma região cen, retirada do centromero de um cromossoma de levedura, que lhe 
permite realizar a replicação da mesma forma que um cromossoma deste organismo, 
ligando-se ao fuso mitótico durante a divisão celular, existindo, assim, apenas uma 


















































































































Figura II.3 – Esquema representativo do mapa físico do vector p416GPD 
 
 
II.1.4.4. p426GPD – Plasmídeo shuttle de S. cerevisiae e E. coli. Este vector multicópia 
é um vector de expressão de levedura, com um promotor forte, usado correntemente em 
expressão de genes, é portador de uma região 2µ, que lhe permite replicação 
independente dos cromossomas apresentando, assim, um número variável de cópias por 
célula, que neste caso é de 20 – 30 cópias. 
 




























































































































Figura II.4. – Esquema representativo do mapa físico do vector p426GPD 
 
 
II.1.4.5. pMET25_GFP – Este vector permite a construção de fusões genéticas com a 
Green Fluorescent Protein (GFP), a expressão da proteína clonada pode ser controlada 
pelo facto do promotor poder ser regulado pela concentração de metionina no meio de 
crescimento, o que permite regular os níveis de expressão da referida proteína.  




































De forma a concretizar os objectivos específicos supracitados, definiram-se três linhas 
de investigação distintas, como linhas directrizes do trabalho: 
 
1 – Estudo epidemiológico da resistência  
 
2 – Estudo dos níveis de expressão dos pfcrt e pfmdr1 
 
3 – Estudos de expressão heteróloga dos genes pfcrt e pfmdr1 em S. cerevisiae 
 
De forma a facilitar a leitura e compreensão do trabalho realizado, são apresentados 
esquemas, correspondentes à metodologia utilizada em cada uma das linhas directrizes 


























II.2.1. ESTUDO EPIDEMIOLÓGICO DA RESISTÊNCIA 
 
Colheita de sangue venoso
Selecção de indivíduos
Consentimento informado
Cultura de clones  de referência
(Controlos)









Classificação em Resistente/ Sensível
Identificação dos polimorfismos:
pfcrt K76T
pfmdr1 N86Y, N1042D, D1246Y




Avaliação da associação entre a resposta 







Figura II.6 – Esquema da metodologia utilizada na linha directriz: 1 – Estudo epidemiológico da 
resistência. 
 
Este estudo epidemiológico incidiu sobretudo nos aspectos epidemiológicos da 
resistência in vitro à cloroquina, amodiaquina, mefloquina e quinino e na associação dos 
polimorfismos dos genes pfcrt e pfmdr1 àqueles resultados. 
Os estudos efectuados no âmbito deste trabalho da epidemiologia da resistência 
resultaram da colaboração estabelecida entre o CMDT, e instituições como o Centro 
Nacional de Endemias (RDSTP), Dra. Conceição Ferreira, Directora; Hospital 
Pediátrico de Luanda (R Angola), Dr. Luís Bernardino, Director; Universidade de 
Chulalongkorn (Tailândia), Professora Sodsri Thaithong, Directora do “Malaria 
Reference Centre”; Sucen (Brasil), Doutora Sylvia di Santi, Investigadora; e Instituto 










II.2.1.1. SELECÇÃO DE ISOLADOS DE P. falciparum  
 
A selecção de isolados de P. falciparum, a partir de indivíduos com sinais clínicos, foi 
baseada na observação de esfregaços sanguíneos, fixados com metanol e corados com 
Giemsa (Merck) a 20%, cujas parasitémias foram determinadas segundo o 
procedimento descrito em II.2.1.3.1.. A amostra de sangue foi colhida por punção 
digital, efectuada com lancetas.  
Após confirmação, por microscopia óptica, de infecção por P. falciparum, efectuou-se 
uma entrevista com cada paciente, na base de um inquérito com os critérios de inclusão 
pré-definidos pela OMS, relativos a testes de susceptibilidade in vitro (Tabelas II.2 e 
II.3). Aos indivíduos passíveis de inclusão no estudo, foram explicados os objectivos do 
trabalho e obtido consentimento informado. Este estudo não incluiu crianças com idades 
inferiores a um ano, sendo a aprovação para inclusão no estudo de menores de dezoito 
anos dada pelos pais. 
Para este estudo foram obtidas autorizações éticas das instituições envolvidas, bem 
como de todos os participantes.  
 
Tabela II.2 – Períodos de segurança relativamente à toma de antimaláricos. 
Antimalárico Período (dias) 
Quinino, artemisinina e derivados 7  
4 - aminoquinoleínas 14  




Tabela II.3 – Critérios de inclusão em testes de susceptibilidade, segundo MARK III da OMS. 
Critérios 
Infecção por P. falciparum 
Parasitémia entre 1 000 – 80 000 parasitas / µl de sangue 
Respeitar os períodos de toma dos antimaláricos (tabela II.2) 











II.2.1.2. COLHEITA E ARMAZENAMENTO DE ISOLADOS DE P. falciparum 
 
Colheram-se cerca de 2 ml de sangue venoso de cada indivíduo, em Monovettes com 
EDTA KE/ 9 ml (Sarstedt), tendo esta colheita sido efectuada por técnicos de saúde 
credenciados, das instituições envolvidas na colaboração. Todos os doentes 
seleccionados foram tratados, de acordo com as normas de saúde locais, imediatamente 
após a colheita de sangue venoso.  
Do volume total de sangue venoso colhido 50 – 100 µl foram colocados em papel de 
filtro Whatman nº 4, identificados e secos à temperatura ambiente, posteriormente 
foram acondicionados individualmente em embalagens plásticas e armazenados à 
temperatura ambiente em contentores com sílica gel.  
A partir do sangue resultante da colheita realizaram-se testes de susceptibilidade in vitro 
a antimaláricos, de acordo com a metodologia descrita em II.2.1.5.. Nas situações em 
que as condições laboratoriais permitiram, nomeadamente, no Brasil e na Tailândia, o 
volume de sangue excedente dos testes de susceptibilidade, foi colocado em condições 
de cultura (II.2.1.4.) e crio-preservado em azoto líquido (II.2.1.4.1) para estudos 
posteriores.  
 
II.2.1.3. DETERMINAÇÃO DE PARASITÉMIAS 
 
No decorrer deste trabalho, a determinação da parasitémia foi realizada por dois 
métodos diferentes. No momento da colheita dos isolados de P. falciparum a 
parasitémia de cada um deles foi determinada a partir de gota espessa, em função do 
número de parasitas por µl de sangue (OMS - Basic Laboratory Methods in Medical 
Parasitology). Durante a manipulação de culturas in vitro de P. falciparum, a 
parasitémia foi determinada a partir de esfregaços sanguíneos, contando-se o número de 
eritrócitos parasitados, tendo sido determinado o valor da parasitémia por percentagem.  
 
II.2.1.3.1. Parasitas por µl de sangue 
 
Esta contagem é baseada no pressuposto de que o número médio de leucócitos, 










contagem do número de parasitas encontrados no número de campos de microscópio 
correspondentes à contagem de 500 leucócitos por cada paciente/isolado. 
A OMS considera este método adequado para análise comparativa (WHO, 1991), 
embora a este método se possa associar um erro resultante das variações no número de 
leucócitos verificadas de indivíduo para indivíduo.  
 
II.2.1.3.2. Parasitas por 100 eritrócitos 
 
 
Neste método de determinação da parasitémia, efectua-se a contagem do número de 
eritrócitos infectados existentes no número total de eritrócitos presentes em 20 campos 
microscópicos. Sendo esta parasitémia apresentada sob a forma de percentagem: (nº de 
eritrócitos infectados / nº total de eritrócitos contados) X 100. 
 
II.2.1.4. CULTURAS IN VITRO DE P. falciparum 
 
Os isolados obtidos podem ser mantidos por tempo indeterminado em cultura in vitro, 
em laboratório, utilizando-se este material para diversas fases da pesquisa aqui 
efectuada. A descrição da preparação do meio de cultura RPMI 1640 (Gibco) e dos 
eritrócitos não parasitados para manutenção das culturas estão apresentadas nos anexos 
2 e 3. 
As culturas de P. falciparum dos isolados colhidos nas áreas endémicas, bem como dos 
clones de referência, foi efectuada de acordo com os métodos descritos por Trager & 
Jensen (1976) e Thaithong (1994), com algumas adaptações. 
Basicamente, este tipo de cultura de células eucariotas consiste na manutenção dos 
eritrócitos, em meio de cultura RPMIc com uma baixa tensão de oxigénio, com um 
hematócrito de 5%, aferido pela adição de eritrócitos não parasitados. 
A cultura é mantida a 37ºC, procedendo-se diariamente à mudança de meio e 
gaseificação com uma mistura gasosa de 3% de CO2, 1% O2 e 96% de N2; são 
adicionados eritrócitos não parasitadas, em intervalos regulares de três a quatro dias, 
dependendo da parasitémia da cultura, de forma a manter o hematócrito estável e fresco, 
facilitando aos novos parasitas a invasão dos eritrócitos. 
A evolução da parasitémia, bem como a fase de desenvolvimento dos parasitas são 










com Giemsa 20%, por microscopia óptica. Os parasitas de cultura podem ser mantidos 
em nitrogénio líquido para futura utilização ou manipulados para outros objectivos. 
 
II.2.1.4.1. Crio-preservação de amostras de P. falciparum em nitrogénio líquido 
 
Uma cultura com uma parasitémia de trofozoítos jovens, superior a 2% e não superior a 
10%, encontra-se nas condições ideais para congelação em azoto líquido. 
Após centrifugação da cultura a 676 x g, durante 5 min. à temperatura ambiente, retira-
se todo o meio de cultura, adicionando-se ao resíduo de hemácias totais (pellet), gota a 
gota e com agitação permanente para homogeneização, igual volume de uma solução de 
Glicerol 28% v/v (Merck) e 72% de uma solução de sorbitol 4,2% (Merck) e NaCl 
0,65% (Merck). Este volume final é transferido para uma ampola de crio-congelação 
(Nunc) devidamente identificada, sendo o registo final mantido na listagem do 
CMDT/IHMT de amostras crio-preservadas. Os eritrócitos parasitados, crio-preservados 
em azoto líquido, mantêm-se viáveis durante longos períodos de tempo.  
 
II.2.1.4.2. Descongelação de amostras crio-preservadas de P. falciparum 
 
Sempre que necessário, os parasitas crio-preservados podem ser recuperados após 
descongelação a 37ºC, seguindo-se um processo de reconstituição de isotonia por fases 
(Diggs et al., 1975). 
O conteúdo de cada ampola é transferido para um tubo de centrifuga, onde é adicionada, 
lentamente e com homogeneização constante, uma solução de NaCl 12 % (p/v), 
incubando-se 3 min., em gelo. Posteriormente, é adicionado NaCl 1,6 % (p/v) e 
centrifuga-se a 676 x g durante 5 min, o sobrenadante é rejeitado e ao pellet de 
eritrócitos adiciona-se uma solução de 0,2 % p/v de Glucose (Merck) e 0,9 % p/v NaCl. 
Realiza-se nova centrifugação e rejeita-se o sobrenadante. O pellet de eritrócitos é 
ressuspendido em RPMIc e coloca-se o material nas condições de cultura acima 
referidas (II.2.1.4.). Em todo este processo efectua-se o registo devido do material. 
 
II.2.1.4.3. Sincronização de culturas in vitro de P. falciparum com sorbitol 
 
Dado que em cultura de Plasmodium falciparum se observa a presença simultânea de 










contrário da infecção natural, é necessário sincronizar a cultura, sobretudo para a 
execução dos ensaios de susceptibilidade in vitro aos fármacos.  
A sincronização das culturas, neste trabalho, foi realizada pela adição de sorbitol, com 
algumas adaptações ao protocolo original (Lambros & Vanderberg, 1979). 
Este método baseia-se no facto dos eritrócitos parasitados com esquizontes 
(correspondente a uma fase de amadurecimento e ruptura da célula hospedeira) 
apresentarem uma maior fragilidade osmótica (Lambros & Vanderberg, 1979) sendo 
mais sensíveis à acção do sorbitol, o que provoca uma destruição selectiva destes. 
Assim, numa cultura com uma elevada percentagem de trofozoítos jovens, é possível 
obter-se uma sincronização elevada, se se efectuar esta técnica a partir de uma cultura 
com uma percentagem reduzida de esquizontes. 
As culturas são centrifugadas (676 x g 5 min.) e ao pellet são adicionados e misturados 
5 ml de sorbitol a 5% (Merck), previamente esterilizado por filtração (0,2 µm, 
Millipore). Após 5-10 min. à temperatura ambiente, a cultura é centrifugada e lavada 
com RPMIinc (2 vezes) para eliminar a solução de sorbitol, as hemácias recuperadas 
após a última centrifugação são cultivadas durante um período de 48 h. Após o qual é 
efectuada uma aferição da parasitémia e do grau de sincronização obtido, para dar início 
aos ensaios de susceptibilidade. Em caso de necessidade este protocolo pode se repetido 
para obtenção de uma cultura com um nível sincronização mais elevado. 
 
Todos os procedimentos inerentes à manipulação e manutenção das culturas foram 
realizados em condições de esterilidade, o material utilizado foi esterilizado por calor 
húmido (autoclave) ou calor seco (estufa), tendo os reagentes sido esterilizados por 
filtração (filtros 0,2 µm, Millipore).  
 
II.2.1.5. ENSAIOS DE SUSCEPTIBILIDADE IN VITRO A ANTIMALÁRICOS 
 
II.2.1.5.1. Preparação das soluções de fármacos 
 
As soluções base (stock) dos fármacos, cloroquina, amodiaquina, mefloquina e quinino, 
foram preparadas em RPMIc, esterilizadas por filtração (filtros 0,2 µm, Millipore), 
tendo-se posteriormente obtido as concentrações pretendidas por diluições sucessivas, 










As soluções obtidas foram previamente testadas em clones de referência de P. 
falciparum (clone 3D7 e Dd2), cuja susceptibilidade aos referidos antimaláricos se 
encontra devidamente registada (Rosário et al., 1981; Oduola et al, 1988).   
 
Tabela II.4 – Concentrações (nM) de antimalárico testadas nos testes in vitro 
                         Diluições 
 Fármaco 
A B C D E F G H 
Amodiaquina (Sigma) 0 2.5 5 10 20 40 80 160 
Cloroquina (Sigma) 0 10 20 40 80 160 320 640 
Mefloquina (Mepha) 0 20 40 80 160 320 640 1280 
Quinino (Fluka) 0 40 80 160 320 640 1280 2560 
 
II.2.1.5.2. Testes in vitro de susceptibilidade a antimaláricos segundo a metodologia 
de MARK III, OMS 
 
Estes testes in vitro permitem a determinação dos perfis de susceptibilidade a um painel 
diverso de antimaláricos e foram padronizados pela OMS (MARK III). 
  
Em cada “poço” das placas de poliestireno de fundo raso (Nunclon), foram colocados 
90 µl de cada solução de fármaco, no sentido vertical, por ordem crescente de 
concentração, de cima para baixo (figura II.7-1). São depois colocados em cada “poço” 
10 µl de sangue infectado de cada isolado, utilizando sempre pontas individuais. 
Mantêm-se estas culturas nas condições descritas em II.2.1.4. durante 24 a 30 h. Esta 
variação de tempo está relacionada com o grau de desenvolvimento dos trofozoítos no 
início do ensaio, do qual depende a sua maturação até esquizontes. A capacidade de 
sobrevivência do plasmódio à concentração de fármaco existente por “poço” é 
caracterizada por este desenvolvimento. 
Por rotina, mantêm-se sempre “poços” com uma cultura controlo (sem fármacos), cuja 
observação por microscopia óptica de esfregaço sanguíneo, naquele período de tempo, 










Decorridas 24 – 30 h, despreza-se o sobrenadante de cada “poço”, e com o pellet de 
cada micro cultura são efectuadas gotas espessas (figura II.7-2), deixadas a secar 24 h, 
fixadas com acetona e coradas com Giemsa 1% durante 1 hora.    
 
 
Figura II.7 – 1) Esquema da placa poliestireno (Nunclon); K controlo (sem fármaco); A; B; C; D; E; F; 
G correspondem a concentrações crescentes de antimalárico; 2) Lâmina com as gotas espessas 
correspondentes a cada concentração de fármaco a testar, * – área de identificação da lâmina, X 
referência do isolado, N – fármaco, e K A B C D E F G – identificação da sequência das gotas espessas. 
 
II.2.1.5.3. Leitura dos resultados dos ensaios de susceptibilidade in vitro 
 
A leitura dos micro-testes é efectuada pela contagem do número de esquizontes, com 3 
ou mais núcleos (viáveis), num total de 200 hemácias parasitadas. Tendo-se assegurado 
previamente de que a cultura controlo apresentasse desde logo um número visível de 
esquizontes (superior a 10%), confirmando o crescimento do parasita nas condições de 
cultura em que decorreram os ensaios. 
Todos os testes com contaminação bacteriana ou por fungos, ou sem crescimento visível 
dos parasitas nos controlos (sem fármaco), foram eliminados do estudo.  
O resultado da leitura dos micro-testes, pode ser apresentado na forma de um valor da 
concentração mínima de fármaco que inibe o desenvolvimento até esquizontes de todos 
ou quase todos os parasitas (MIC ou IC99) ver tabela II.5, ou como a concentração de 
antimalárico que inibe 50% desta esquizogonia (IC50). Esta apresentação de resultados 
depende da forma como se deseja efectuar a avaliação aos antimaláricos. 
Assim, nos estudos no terreno ou em estudos epidemiológicos iniciais, que serviram 











Tabela II.5 – Classificação dos parasitas (MARK III - OMS), relativamente à concentração de 
antimalárico (IC99). Conc. – Concentração. 
Indicação de resistência   
Fármaco 
Conc. de fármaco onde ocorre formação de 
esquizontes 
Cloroquina ≥ 80 nM 
Mefloquina ≥ 320 nM 
Quinino ≥ 2560 nM 
Amodiaquina ≥ 40 nM 
 
II.2.1.6. EXTRACÇÃO DE DNA DE P. falciparum 
 
II.2.1.6.1. Método de extracção com fenol-clorofórmio  
 
Para a extracção de DNA de isolados com parasitémias baixas (menos de 0,2 %), 
seleccionou-se a técnica de extracção de DNA por fenol – clorofórmio (Snounou et al, 
1993), devido à sua sensibilidade e pela qualidade e grau de pureza do DNA obtido.  
De cada papel de filtro, contendo a amostra de sangue infectado, retira-se um fragmento 
(correspondendo aproximadamente a 50 µl) ao qual se adiciona 1 ml de PBS (Sigma) + 
Saponina 0,05% v/v (Sigma) com agitação vigorosa (vortex); após uma lavagem com 
PBS e sua eliminação, adiciona-se ao fragmento de papel 75 µl de tampão de lise e uma 
solução de pronase E (Sigma), numa concentração final de 2 mg/ml, que são incubados 
a 37º C, no mínimo durante 12 h. A extracção de DNA foi efectuada pela adição de 500 
µl de fenol (Sigma), seguida de uma centrifugação a 15 800 x g/ 10 min a 4ºC, após a 
qual é recuperada a fase aquosa, sendo transferida para um novo tubo com 500 µl de 
uma mistura de fenol/ clorofórmio/ álcool isoamílico (25:24:1) (Sigma). Após uma nova 
centrifugação 15 800 x g/ 15 min. (4ºC), o DNA presente na fase aquosa é precipitado 
com 45 µl de acetato de sódio 3 M (Sigma) e 1 ml de etanol absoluto, durante 12 h a – 
20º C ou 5 h a – 70º C; o DNA precipitado é submetido a nova centrifugação 15 800 x 
g/10 min. a 4º C, procedendo-se a uma lavagem com etanol a 80% (v/v em água). O 
DNA obtido é seco sob vácuo à temperatura ambiente, procedendo-se então à sua 










Durante a extracção de DNA foram incluídos controlos negativos, os quais 
correspondiam a papel de filtro sem amostra, intercalados entre os isolados.  
 
II.2.1.6.2. Método de extracção com Chelex 
 
Para extracção de DNA dos clones de P. falciparum, mantidos em cultura in vitro 
(II.2.1.4), e com parasitémias iguais ou superiores a 5%, foi seleccionado o método de 
extracção com Chelex. As culturas foram centrifugadas a 676 x g durante 5 min., e após 
eliminação do sobrenadante o pellet, a cerca de 50% de hematócrito (resto do meio de 
cultura), foi colocado em papel de filtro Whatman nº 4 e seco à temperatura ambiente. 
Um fragmento de papel de filtro, contendo aproximadamente 50 µl de hemácias 
parasitadas, é colocado num tubo de micro-centrífuga de 1,5 ml. A hemólise é efectuada 
adicionando-se 1ml de PBS + 50 µl de Saponina (10% v/v) ao papel de filtro contendo a 
cultura, tendo sido incubadas 4 – 16 h, a 4º C, seguindo-se uma lavagem com PBS e 
nova incubação a 4º C, durante 15 - 30 min.. 
A extracção de DNA foi realizada pela adição de 50 µl de uma solução de Chelex a 
20% (Biorad), as amostras foram posteriormente incubadas a 95º C durante 10 min.. 
Finalmente, foram realizadas duas centrifugações (15 800 x g/ 5 min.), a primeira com o 
objectivo de eliminar o papel de filtro, e uma segunda centrifugação, para eliminar os 
resíduos de Chelex em suspensão na amostra de DNA.  
 
II.2.1.7. PCR – POLIMERASE CHAIN REACTION 
 
Esta técnica permite a amplificação de uma sequência de ácidos nucleicos. Partindo de 
uma molécula de DNA tem a capacidade de amplificar entre 105 e 109 vezes uma 
sequência específica.  
A amplificação é delimitada pela utilização de pequenas sequências homólogas à 
sequência pretendida, designadas por oligonucleotidos ou primers e é realizada através 
da actividade de uma DNA polimerase termo estável, como a Taq DNA polimerase de 
Thermus aquaticus (Saiki et al., 1988).  
 
Em alguns casos, nomeadamente na amplificação de fragmentos da sequência  dos 










DNA inicial era muito baixa, foi necessário recorrer a um protocolo de Nested – PCR, 
que permite aumentar a sensibilidade e especificidade da reacção. Este método consiste 
em duas reacções de PCR independentes, onde o produto amplificado durante a 
primeira reacção, serve de DNA molde para a segunda reacção de amplificação. Os 
primers da segunda amplificação, hibridam no interior da sequência amplificada durante 
a primeira reacção de PCR, originando um produto mais pequeno. Este método permite 
uma sensibilidade bastante superior à de uma reacção de PCR simples.  
 
II.2.1.7.1. Desenho de primers 
 
No desenho de primers devem ter-se em conta determinados factores, relacionados com 
a especificidade, que posteriormente se traduzem numa maior eficiência e maior 
rendimento da reacção de PCR. De seguida são apresentadas algumas considerações 
gerais a ter em atenção no desenho de primers: 
- Tamanhos da sequência do primer – oligonucleotidos com aproximadamente 18 a 24 
bp constituem primers bastante específicos;  
- Temperatura de dissociação do par primer/ sequência alvo – esta temperatura constitui 
um factor muito importante na especificidade da reacção de PCR; 
- Complementaridade da sequência – a formação de dimeros ou homodimeros estáveis 
entre os primers, bem como a existência de auto complementaridade, podem diminuir o 
rendimento e a especificidade da reacção de PCR; 
- Conteúdo Guanina/ Citosina (G/C) – teoricamente a composição de um primer deve 
apresentar um conteúdo de GC entre 45 e 50%, no entanto, em Plasmodium é muito 
difícil conseguir esta percentagem. A inclusão de um ou dois resíduos G ou C na 
extremidade 3’, reduz a possibilidade de hibridações inespecíficas, uma vez que as 
ligações estabelecidas entre resíduos G/C são mais fortes do que entre A/T. 
 
As características dos primers desenhados, relativamente à temperatura de desnaturação 
(temperatura de melting - Tm) e à complementariedade da sequência escolhida, foram 
analisadas no programa Oligocalculator (http://trishul.sci.gu.edu.au/tools/OligoCalculat 












II.2.1.7.2. Reacções de PCR 
 
Nas reacções de amplificação de fragmentos dos genes pfcrt e pfmdr1 (anexo 5), a 
mistura de reacção foi constituída por: 1µM de cada primer, 1X tampão de PCR 
(Promega), 2,5 mM MgCl2, 0,2 mM dNTP’s (Promega) e 0,025 U/µl de Promega 
Taq DNA polymerase, utilizando-se 1 µL de DNA de cada isolado como molde. Na 
tabela II.6 estão descritas as sequências dos primers e as condições das reacções de 
PCR. 
 
Tabela II.6 – Sequências dos primers e condições de PCR, para amplificação dos fragmentos dos genes 
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II.2.1.8. IDENTIFICAÇÃO DOS POLIMORFISMOS POR RFLP 
 
Os polimorfismos dos genes, contidos em cada um dos fragmentos amplificados por 
PCR, foram identificados pela digestão dos mesmos com enzimas de restrição, que 
reconhecem especificamente os palindromas originados ou eliminados por determinado 
polimorfismo (tabela II.7).  
 
Todas as digestões enzimáticas foram realizadas de acordo com os protocolos dos 
fornecedores dos reagentes. Usualmente, estes consistem na adição de 1 unidade de 
enzima para a digestão de aproximadamente 50 ng/µl de DNA com o respectivo 
tampão, numa diluição final de 1/10. A incubação da mistura de reacção foi efectuada 
durante 4 a 12 horas, dependendo da eficiência de corte de cada enzima, tendo a 
inactivação da reacção sido realizada por acção da temperatura a 4º ou a – 20º C. 
 
Tabela II.7 – Enzimas e condições de restrição, para identificação dos polimorfismos. * Alelo que 









































































O fragmento de 479 nucleótidos do gene pfcrt, para a determinação do polimorfismo 
K76T por RFLP, continha 2 locais de restrição da endonuclease ApoI, um dos quais 
monomórfico, o que constituiu um controlo interno da restrição, e outro polimórfico que 










479 nucleótidos, por restrição, origina três fragmentos de 122, 124 e 233 bp no códão 
76K ou dois fragmentos de 233 e 246 bp, no caso de 76T (figura III.1). 
 
Para identificação do polimorfismo pfmdr1 86 foi amplificado por PCR um fragmento 
com 504 bp, o qual na presença de asparagina na posição 86 (N), após digestão com a 
endonuclease ApoI, origina 2 fragmentos de 255 e 249 pb. Na presença de tirosina (Y) é 
eliminado o local de corte reconhecido pela enzima, não se verificando qualquer 
digestão do fragmento, observando-se em gel de agarose apenas um fragmento com 
dimensões correspondentes às do produto de PCR, 504 bp (figura III.1). Na região do 
gene que envolve o nucleótido 754 (códão 86), não foi possível incluir no fragmento 
amplificado por PCR um local de corte monomórfico, que constituísse um controlo 
interno de restrição. 
 
A determinação do polimorfismo pfmdr1 N1042D foi efectuada pela análise dos 
produtos de digestão com AsnI, do fragmento de 188 resultam três fragmentos 
correspondentes a 116, 46 e 26 bp no caso do alelo tipo selvagem 1042N e dois 
fragmentos de 162 e 26 bp se corresponder ao alelo mutado 1042D (figura II.1). Nesta 
digestão, à semelhança do que se verificou com o pfcrt 76, também se incluiu um local 
de corte monomórfico para controlar a eficiência da digestão. 
 
Na digestão do produto de PCR de 508 bp, com a endonuclease EcoRV para 
caracterização do polimorfismo D1246Y, a presença do códão tipo selvagem (D), resulta 
na eliminação do local de corte da enzima EcoRV, obtendo-se o fragmento de PCR 
intacto, enquanto a presença de tirosina no códão 1246 (Y) é identificada pela obtenção 
de dois fragmentos de 268 e 240 bp (figura III.1).  
 
II.2.1.9. ELECTROFORESE DE DNA  
 
As moléculas de DNA, carregadas negativamente devido à existência dos grupos 
fosfato, migram no gel quando lhes é aplicado um campo eléctrico, a uma velocidade 











Foram realizadas electroforeses em géis de agarose e géis de poliacrilamida , tendo estes 
últimos sido utilizados para a obtenção de uma resolução mais apurada da análise de 
fragmentos, para resolver fragmentos cujo tamanho variava em menos de 10 bps. 
 
II.2.1.9.1. Electroforese em gel de agarose  
 
Ao DNA amplificado de cada amostra adicionou-se 1/10 do volume final de tampão de 
aplicação (anexo 1), tendo sido aplicados em cada “poço” do gel de agarose (Gibco, 
BRL) 10 µl da mistura. Os géis de agarose apresentaram variações de concentração 
entre 0,8 e 2%, conforme o peso molecular dos fragmentos que se pretendiam resolver. 
A electroforese realizou-se em tampão TBE (anexo 1), durante aproximadamente 90 
min., a 4 V/cm.  
O brometo de etídio (Sigma) foi incorporado durante a preparação do gel de agarose 
com tampão TBE, numa concentração final de 0,1 µg/ml, permitindo a visualização do 
DNA sob luz ultravioleta. Os géis foram observados e fotografados num 
transiluminador Eagle Eye II (Stratagene). 
 
II.2.1.9.2. Electroforese em gel de acrilamida  
 
Ao DNA amplificado de cada amostra foi adicionado 1/10 do volume final de tampão 
de aplicação e 20 µl da mistura foram aplicados em cada “poço” do gel de acrilamida 
(Sigma) a 8% (anexo 4). Para efectuar a separação dos produtos da digestão, estes foram 
submetidos a electroforese em tampão TBE, durante 3 horas, a 7 V/cm; no final da 
corrida o gel foi corado durante aproximadamente 20 minutos numa solução de BrEt 
(0,5 µg/ml) em TBE. Os fragmentos resultantes foram visualizados e fotografados num 
transiluminador (Eagle Eye II, Stratagene), sob luz ultravioleta. 
 
II.2.1.10. TRATAMENTO ESTATÍSTICO 
 
Considerando o número de variáveis e o tipo de resposta pretendida, e a dimensão da 
amostra o teste estatístico seleccionado para o tratamento destas amostras foi o teste de 
Fisher. 
Teve-se como objectivo avaliar a existência de uma associação entre polimorfismos dos 










quer em cada uma das áreas endémicas estudadas, quer numa avaliação global, de forma 
a estudar a utilização destes genes como potenciais marcadores moleculares de 
resistência. O teste de Fisher permite calcular o valor da probabilidade exacta para a 
determinação da associação entre duas variáveis, correspondendo aqui à resposta R/S 
aos antimaláricos e aos polimorfismos detectados. 
Os dados foram agrupados numa tabela de contingência de duas entradas e o teste foi 
realizado com o apoio informático do programa “SISA – Simple Interactive Statistical 
Analyses” do site www.http://home.clara.net/sisa/fisher.htm, com um intervalo de 
confiança de 95%, de onde resultam associações estatisticamente significativas quando 
o valor de P  0,05. 
 
II.2.1.11. SEQUENCIAÇÃO DE DNA 
 
Dos isolados analisados por PCR RFLP, na primeira fase do trabalho, foram 
seleccionadas algumas amostras para caracterização dos polimorfismos por 
sequenciação, quer do polimorfismo K76T para controlo da metodologia seleccionada 
(PCR RFLP), quer para identificação dos outros polimorfismos do gene, cuja sequência/ 
alteração nucleotídica não é reconhecida por nenhuma das endonucleases disponíveis 
comercialmente.  
O trabalho de clonagem e sequenciação foi realizado no Departamento de Genética, 
Universidade de Edimburgo com orientação do Prof. Pedro Cravo e Prof. David 
Walliker. 
 
II.2.1.11.1. Amplificação por PCR da sequência dos blocos B1, B2 e B3 
 
Os polimorfismos do gene pfcrt foram agrupados em 3 blocos, de acordo com a 
proximidade entre eles na sequência do gene e identificados por B1, B2 e B3 (anexo 5 e 
6), Estes blocos foram amplificados por PCR com as condições apresentadas na tabela 
II.8 (misturas de reacção efectuadas de acordo com o protocolo descrito em II.2.1.7.2.) e 
sequenciados tomando atenção às posições 72, 74, 75, 76, 220, 271, 326, 356 e 371 


























.  CAAGAAGGAAGTAAGTATCCAAAAATGG 
 
GCCTTCATAGGTCTTACAAGAACTAC 
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B1 C72S; M74I; N75E; K76T  
B2 A220S; Q271E 
B3 N326S/D; I356L/T; R371I 
 
II.2.1.11.2. Clonagem dos fragmentos do gene pfcrt 
 
Os fragmentos amplificados do gene pfcrt, B1, B2 e B3 para sequenciação foram 
clonados no plasmídeo pCR2.1 TOPO em E. coli, utilizando o kit Invitrogen Topo TA 
cloning (Invitrogene). Adicionaram-se de 2 µl de mistura de ligação a 50 µl de uma 










gelo, durante 30 min; seguiu-se um choque térmico a 42º C, durante 30 segundos. 
Posteriormente, adicionaram-se 250 µl de meio SOC (anexo 2) efectuando-se uma 
incubação a 37º C, com agitação orbital a 225 rpm, durante 1h. A mistura de 
transformação é espalhada em placas com meio Luria – Bertani, LB (Sigma) sólido 
(anexo 2), suplementado com X-GAL (5 – bromo – 4 – cloro – 3 – indolyl – beta - D- 
galactopyranoside) que permitirá uma selecção de colónias por visualização de mudança 
de cor (Azul/Branco) e de antibiótico canamicina (50 µg/ml), que permite seleccionar as 
colónias contendo o plasmídeo após uma cultura de 24 h a 37º C. 
Após selecção de colónias brancas para isolamento do DNA plasmídico, estas são 
inoculadas em 5 ml de meio LB líquido contendo 50 µg/ml canamicina e incubadas 
durante 16 h, a 37º C, com agitação orbital (225 rpm). 
 
II.2.1.11.3. Purificação de DNA 
 
O DNA plasmídico é extraído a partir destas culturas, com o kit QIAprep (QIAGEN) 
de acordo com o protocolo do fornecedor, que consiste na lise da célula bacteriana e 
adsorção do DNA plasmídico à membrana de sílica das colunas fornecidas em conjunto 
com o kit. O DNA purificado é submetido a uma digestão pela endonuclease EcoRI, 
confirmando a sua dimensão em gel de agarose. 
 
De forma a garantir a qualidade da sequência obtida por sequenciação na região 
pretendida, a reacção de sequenciação só foi efectuada directamente a partir do produto 
de PCR purificado, quando existia uma grande quantidade de produto amplificado e a 
zona com os polimorfismos em estudo se encontrava distante (> 50 bp) das 
extremidades da porção de DNA amplificada.  
Nos referidos casos o produto de PCR foi purificado com o kit Quiaquick PCR 
Purification (Qiagen), cujo princípio consiste em reter o DNA numa coluna de resina, 
libertando-o dos restantes componentes da mistura, nomeadamente das pequenas 
sequências dos primers. Este DNA é eluído da resina através da passagem de 50 µl de 
água na coluna induzida por centrifugação, tendo sido utilizado directamente como 











II.2.1.11.4. PCR para sequenciação  
 
A reacção de PCR para sequenciação (tabela II.10) foi efectuada utilizando o kit ABI 
PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (PE Applied 
Biosystems): 
 
Tabela II.10 – Mistura e condições da reacção de PCR de sequenciação. * Nos casos em que as 
sequenciações foram realizadas, directamente, a partir do produto de PCR, os primers utilizados foram os 
utilizados nas respectivas reacções de PCR. Nos casos de clonagem utilizou-se o primer M13, cuja 
sequência é homóloga da sequência do vector pCR2.1 – Topo (Invitrogen).  
 
PCR Mix (10µl) 
 
Condições da reacção de PCR 
DNA – 4 µl (100 – 250 ng) 
Terminator Ready Reaction Mix – 4 µl 
Primer* – 1µl (3,2 pmol) 
Água estéril – 1 µl 
 
Desnaturação 96º C – 30 segundos 
Annealing 50º C – 15 segundos 
Extensão 60º C – 4 minutos 
X 25 ciclos 
 
Os produtos da reacção de PCR para sequenciação foram purificados por precipitação 
com acetato de sódio 3 M e etanol a 95%, efectuando-se uma lavagem com etanol a 
70%, o DNA obtido é finalmente ressuspendido em 20 µl de TE estéril. 
Todos os fragmentos foram sequenciados quer na cadeia codificante 5’→3’, quer na sua 
complementar, para confirmação dos resultados. 
Na figura II.8 encontra-se esquematizado todo o procedimento realizado para 











Figura II.8 – Esquema representativo da metodologia adoptada para sequenciação dos fragmentos (B1, 
B2, B3) do gene pfcrt com clonagem no vector pCR2.1 e transformação de E. coli.  
 
II.2.1.11.5. Análise de sequências 
 
A análise das sequências nucleotídicas obtidas foi efectuada através da realização de 
alinhamentos entre a sequência resultante e a sequência caracterizada, disponível no 
genebank AF233068, tendo esta análise sido efectuada com apoio bio-informático do 
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Figura II.9 – Esquema da metodologia utilizada na linha directriz: 2 – Estudo dos níveis de expressão 
dos pfcrt e pfmdr1 
  
Estes estudos foram efectuados com o objectivo de estudar o perfil de expressão basal 
dos genes pfcrt e pfmdr1 ao longo do ciclo intra-eritrocitário do parasita; comparar a 
expressão basal destes genes na fase de trofozoíto maduro, em parasitas com diferentes  
níveis de susceptibilidade à cloroquina e à mefloquina; e estudar possíveis aumentos de 
expressão dos referidos genes na mesma fase do ciclo de vida na presença dos referidos 
antimaláricos. 
 
Para os estudos da expressão génica seleccionaram-se os clones P. falciparum 3D7 e 










isolados STP 611 e STP 595, seleccionados do banco de isolados crio-preservados do 
CMDT/IHMT, por terem um padrão de resistência idêntico ao dos referidos clones. 
Para estudos de expressão génica, a resposta à cloroquina e à mefloquina foi 
quantificada em função do valor do IC50 de cada um dos clones e isolados. A 
determinação da percentagem de crescimento, em cada concentração de fármaco 
(contagem de esquizontes formados), foi efectuada relativamente à contagem do 
número de esquizontes formados em 100 eritrócitos parasitados na cultura sem fármaco, 
ao qual foi atribuído o valor de 100% de crescimento. Baseado nestas contagens foram 
determinadas as curvas de inibição e as respectivas equações das regressões lineares, as 
quais permitiram identificar a dose que inibiria o desenvolvimento de 50% dos parasitas 
até esquizontes.  
 
II.2.2.1. MICRO CULTURA DE P. falciparum PARA ENSAIOS DE EXPRESSÃO DOS GENES 
pfcrt E pfmdr1 
 
II.2.2.1.1. Durante o ciclo intra-eritrocitário na ausência de fármaco 
 
Com o objectivo de avaliar o perfil de transcrição dos genes ao longo do ciclo, bem 
como o de determinar a fase do ciclo intra-eritrocitário, em que os genes em estudo 
apresentam um maior nível de expressão basal, após sincronização os clones 3D7 e Dd2 
foram cultivados de acordo com o protocolo descrito em II.2.1.4. (manutenção de 
culturas in vitro), foram mantidos a crescer em placa (Nunclon) num volume final de 
1000 µl (100 µl de cultura com 900 µl de meio RPMI completo) com uma parasitémia 
não superior a 1%. Dado estas culturas serem feitas em placas de fundo raso (Nunclon), 
são inseridas em excicador apropriado, em que a mistura gasosa é inserida por tubulação 
e depois mantidas à temperatura de 37º C. 
 
No início do ensaio (0h) e ao longo de um período de 72 h com intervalos regulares de 8 
h, foram efectuadas colheitas para extracção de RNA e em simultâneo, foram realizados 
esfregaços sanguíneos para avaliação do nível de desenvolvimento dos parasitas, bem 
como determinação da percentagem de sincronização. As amostras colhidas para 










(Sarsted) e armazenadas a -70º C. Após cada colheita de material as placas foram de 
novo colocadas no excicador nas condições acima referidas. 
 
II.2.2.1.2. Na fase de trofozoíto maduro na ausência de fármaco 
 
Para avaliação do nível de expressão basal dos genes pfcrt e pfmdr1 em parasitas com 
diferentes susceptibilidades à cloroquina e à mefloquina, após sincronização das 
culturas de Dd2, 3D7, STP 595 e STP 611, os parasitas foram cultivados de acordo com 
o protocolo descrito em II.2.1.4. (manutenção de culturas in vitro), mantidos em placa 
(Nunclon) num volume final de 1000 µl (100 µl de cultura com 900 µl de meio RPMI 
completo) com uma parasitémia não superior a 1%. Tal como referido anteriormente, 
pelo facto destas culturas serem realizadas em placas de fundo raso (Nunclon), foram 
colocadas em excicador, com a mistura gasosa inserida por tubulação e a temperatura 
mantida a 37º C. 
 
No início do ensaio (0 h) e aproximadamente 16 h depois do início do ensaio 
(dependendo do desenvolvimento do parasita), foram efectuadas colheitas na fase de 
trofozoíto maduro para extracção de RNA e em simultâneo, foram realizados esfregaços 
sanguíneos para avaliação do nível de desenvolvimento dos parasitas, e avaliação do 
nível de sincronização. As amostras colhidas para extracção de RNA foram colocadas 
em microtubos de 1,5 ml com tampa de rosca (Sarsted) e armazenadas a -70º C.  
 
II.2.2.1.3. Na fase de trofozoíto maduro na presença de fármaco 
 
Para avaliar a indução da expressão dos genes, quando submetidos à cloroquina e à 
mefloquina, na fase de trofozoíto maduro do ciclo intra-eritrocitário, as diferentes 
populações parasitárias (3D7, Dd2, STP595 e STP611) foram cultivadas, após 
sincronização com sorbitol a 5% (ver II.2.1.4.3.). 
Foram determinadas as parasitémias de cada uma das culturas e efectuadas diluições 
utilizando eritrócitos não parasitados, para obtenção de uma parasitémia de 0,8% – 
1,0%. O ensaio foi realizado em placa de fundo raso (Nunclon), colocando 100 µl de 
cultura, onde o estadio de desenvolvimento inicial dos parasitas correspondia à fase de 










Neste estudo utilizaram-se 900 µl de meio RPMIc com concentrações distintas de 
cloroquina ou de mefloquina, correspondentes aos valores dos respectivos IC50 
anteriormente determinados. Os controlos foram constituídos por culturas que não 
receberam fármaco e as placas foram mantidas nas condições descritas em II.2.1.4..  
Foram efectuadas colheitas de cultura in vitro para extracção de RNA, com realização 
simultânea de esfregaços sanguíneos (para confirmação do nível de sincronização e 
visualização do estadio de desenvolvimento do parasita) após aproximadamente 16 h, 
dependendo do desenvolvimento observado. As amostras resultantes das colheitas para 
extracção de RNA foram colocadas em microtubos de 1,5 ml com tampa de rosca 
(Sarsted) e armazenadas a -70º C. 
 
II.2.2.2. EXTRACÇÃO DE RNA TOTAL  
 
Para a extracção de RNA total e produção de DNA complementar (cDNA) a partir de 
RNA, todas as soluções foram preparadas com água bidestilada tratada com 
dietilpirocarbonato (DEPC), que é um inibidor da actividade das enzimas RNAses. 
Estas soluções foram esterilizadas permitindo a hidrólise do DEPC, que provoca a 
carboxilação dos grupos metilo dos resíduos de adenina de RNA (Solymosy et al., 
1968).  
Todo o material utilizado para manipulação das amostras, bem como as bancadas, foram 
submetidos a um tratamento prévio com RNase OUT (Gibco BRL). 
 
As amostras de cultura dos clones e isolados de P. falciparum colhidas como referido 
anteriormente (II.2.2.1.) foram centrifugadas (676 x g/ 5 min.), tendo o pellet obtido (ca. 
de 0.1 ml) sido incubado com 750 µl de Trysol LS (Invitrogene), durante 5 min., em 
gelo. A cada amostra foram adicionados 200 µl de clorofórmio (Merck), a mistura foi 
homogeneizada por agitação manual durante 15 seg., seguindo-se uma incubação 
durante 10 min. à temperatura ambiente, e uma centrifugação a 12 000 x g/ 15 min., a 4º 
C.  
A fase aquosa foi recuperada para um novo tubo, à qual foram adicionados 500 µl de 
isopropanol (Sigma), seguindo-se uma incubação a – 20º C durante 15 min., e uma nova 










O pellet de RNA obtido foi lavado com 1 ml de etanol (Merk) a 75% (v/v) e 
centrifugado a 7500 x g/ 5 min. a 4º C. O RNA foi seco à temperatura ambiente e 
ressuspendido em 15 µl de água bidestilada estéril, tratada com DEPC. 
 
II.2.2.3. SÍNTESE DE CDNA  
 
II.2.2.3.1. Tratamento do RNA total com DNaseI 
 
De modo a eliminar a interferência de DNA contaminante na reacção de PCR, realizada 
a partir do cDNA sintetizado, as amostras de RNA foram tratadas com 2 U de DNaseI 
(Fermentas), incubadas durante 20 min. a 37º C. A mistura foi inactivada pela adição de 
1 µl de EDTA 25 mM (Fermentas), com incubação a 65º C durante 10 min.. 
 
II.2.2.3.2. Transcrição reversa de cDNA 
 
A transcrição reversa (RT-PCR) do RNA para cDNA foi realizada num volume de 
reacção de 30 µl, onde a 1 µg de RNA tratado com DNaseI foram adicionados 200 U de 
RevertAid M-MuLV – RT (Fermentas), 40 U de RNaseOUT (Gibco BRL), 1X 
tampão M-MuLV-RT, 10 mM de BSA (New England Biolabs, UK), 1 µl de 
hexanucleotidos 10X (Boehringer Mannheim), 0,5 mM de dNTP’s (Promega, USA). A 
mistura foi incubada a 37º C durante 60 min., tendo a reacção sido interrompida pela 
inactivação da enzima, através do aumento de temperatura até 95º C, durante 5 min.. O 
cDNA obtido foi armazenado a – 20º C. 
 
Para uma melhor avaliação da quantidade e qualidade do cDNA sintetizado e para 
controlo da eficiência do tratamento com DNaseI, tanto o cDNA como o RNA tratado 
com DNaseI foram utilizados como molde numa reacção de PCR. A partir desta 















II.2.2.4. PCR EM TEMPO REAL  
 
O PCR em tempo real (real time PCR) consiste numa reacção de PCR onde é detectada 
e avaliada a acumulação de DNA amplificado ao longo da reacção, sendo os resultados 
medidos durante a fase exponencial, enquanto num PCR convencional esta avaliação só 
é realizada no fim do ensaio, sendo apenas avaliada a quantidade de produto final (end 
point analysis).  
 
A expressão relativa é considerada uma abordagem adequada para a avaliação das 
alterações que se reflectem nos níveis de expressão de determinado gene (Pfaffl, 2001). 
Assim, a expressão de um gene pode ser normalizada a partir da quantificação de cDNA 
obtido do RNA correspondente, relativamente a um calibrador, o qual pode ser 
constituído pelo nível de expressão basal. 
A quantificação relativa da expressão de determinado gene é realizada com base na 
amplificação de um transcrito designado de referência, constituído por um controlo 
endógeno, que permita normalizar a quantidade de cDNA presente inicialmente na 
reacção, compensando as variações da concentração de cDNA inter-PCR (Pfaffl, 2001).  
Neste trabalho, para normalização da expressão dos genes em estudo foi utilizado como 
controlo endógeno a expressão de um fragmento do gene pfβ-actina I, por ser um gene 
constitutivo que se expressa ao longo de todo o ciclo de vida do parasita.  
O calibrador utilizado no estudo da expressão dos genes pfcrt e pfmdr1, ao longo do 
ciclo eritrocitário, corresponde à quantidade de transcrito no início do ensaio (tempo 
zero). 
Em relação à análise da expressão dos genes, como resposta à presença de antimalárico, 
foi utilizada como calibrador a quantidade de transcrito presente numa micro-cultura de 
P. falciparum nas mesmas condições, mas sem a adição de antimalárico ao meio de 
cultura. 
 
II.2.2.4.1. Condições de PCR 
 
O PCR em tempo real foi realizado num equipamento ABI PRISM 5700 (PE Applied 
Biosystems), em placas de 96 “poços” (PE Applied Biosystems), utilizando como 










(Eurogentec), para a detecção do produto amplificado. Este fluorocromo liga-se ao 
DNA de cadeia dupla, onde o aumento da quantidade de DNA corresponde a uma maior 
emissão de fluorescência (figura II.10).  
 
 
Figura II.10 – Representação da emissão de fluorescência pelo Sybr green durante a reacção de PCR 
 
Foram realizados três ensaios independentes e cada um deles em triplicado. As 
condições de reacção, bem como a sequência dos primers e a dimensão da sequência 
amplificada estão apresentadas na Tabela II.11. Os primers utilizados para amplificação 
por PCR em tempo real foram desenhados com o apoio do software Primer Express 
(anexo 7). 
 
























































II.2.2.4.2. Optimização da concentração de primers 
 
Foram testadas as concentrações de 100/100, 100/300, 100/600, 300/100, 300/300, 
300/600, 600/100, 600/300, 600/600, de primer forward e reverse respectivamente, para 
a optimização da concentração dos primers na reacção de PCR em tempo real. 
 
Foi determinada a eficiência de cada reacção isoladamente, através do declive da 
regressão linear de Log da concentração de DNA inicial versus ∆Ct (corresponde à 
diferença entre o ciclo onde ocorre um aumento significativo da emissão de 
fluorescência da amostra e da referência) da curva de calibração, realizada com várias 
diluições de DNA, tendo sido seleccionadas as concentrações de primers a que 
correspondia uma maior eficiência (300 nM forward - CRTSBF/MDRSBF/ACTINAF, 
e 300 nM reverse - CRTSBR/MDRSBR/ACTINAR). 
 
Assim, os constituintes da mistura de reacção de PCR, e as concentrações utilizadas 
foram as que se encontram apresentados na tabela II.12. 
 





Concentração final (20µl) 
 
Volume (µl) 
H2O - 12,1 
Tampão 1X 2 
MgCl2 3,5 mM 1,4 
dNTP’s 200 µM 0,8 
P Forward/ P Reverse 300nM 1/1 
Enzima 0,025U/µl 0,1 
SYBR Green 1/66000 0,6 
CDNA - 1 
 
 
II.2.2.4.3. Validação dos resultados 
 
Com o objectivo de validar os resultados obtidos foi delineada uma curva padrão, com 
as várias diluições de cDNA (1, 10-1, 10-2, 10-3 e 10-4), de forma a poder avaliar a 
eficiência de cada uma das reacções, uma vez que apenas se podem comparar resultados 










gene pfβ-actina I, bem como validar a comparação entre os níveis de expressão dos 2 
genes, pfcrt e pfmdr1. 
 
Considerando que os valores utilizados no tratamento dos resultados correspondem à 
média dos triplicados realizados, a precisão e a reprodutibilidade intra-ensaio do PCR 
em tempo real é fundamental. Estes parâmetros foram avaliados pela determinação do 
desvio padrão (DP), apresentado pelas 3 réplicas de cada ensaio, relativamente à média 
dos três valores de Ct (Treshold cycle - ciclo onde ocorre um aumento significativo da 
fluorescência emitida). O desvio padrão associado a cada conjunto de triplicados, não 
pode apresentar um valor superior a 0,38 (comunicação pessoal Miguel Viribay - Perkin 
Elmer), sendo eliminado o ensaio cujo desvio padrão seja superior a este valor. Este 
facto corresponderia a uma reprodutibilidade intra-ensaio muito baixa, inviabilizando 




II.2.2.4.4. Avaliação da especificidade das reacções 
 
O facto do SYBR Green emitir fluorescência quando se liga a qualquer molécula de 
DNA que se encontra em cadeia dupla, seja ela específica ou não, pode originar um 
problema de leitura no caso de ligações com DNA contaminante. Portanto para os 
estudos de especificidade da reacção de PCR para cada um dos genes, pfcrt, pfmdr1 e pf 
β-actinaI, utilizou-se um protocolo de dissociação associado ao programa de PCR, 
baseado no princípio teórico de que a temperatura de dissociação dos primers varia 
conforme a sua temperatura de melting, produzindo um pico de dissociação específico a 
determinada temperatura (Shmittgen et al., 2001), ver figura II.11. Foi também utilizada 























II.2.2.4.5. Análise de resultados 
 
 
Os resultados de expressão, obtidos por PCR em tempo real, apresentados sob a forma 
da representação gráfica do sinal de fluorescência versus número de ciclos (figura 
II.13), foi analisada pelo método de 2 -∆∆Ct (Livak & Schmittgen, 2001).  
O valor de Ct (Treshold cycle) representa o ciclo no qual é detectado um aumento, 
estatisticamente significativo, no sinal de SYBR Green (∆Rn que representa a diferença 
entre o sinal de fluorescência do produto em qualquer momento, e a emissão de sinal 
“basal”, que ocorre geralmente entre o ciclo 6 e o 15), associado a um aumento 
exponencial no produto de PCR. 
Figura II.12 – Fotografia do gel de 
agarose 2% correspondente à eletroforese 
dos produtos dos 3 genes amplificados por 
PCR em tempo real. 
 
Figura II.11 – Curvas de dissociação, o pico 
a corresponde ao pico de dissociação do 
produto do gene pfcrt, b representa a 
dissociação do produto do gene pfmdr1 e c
corresponde à dissociação do gene pf β-
actinaI; cada um dos genes apresenta uma 
temperatura de dissociação específica, de 
onde resulta um controlo de especificidade da 
reacção, uma vez que uma amostra 
contaminada apresentará um pico de 











 ∆Ct corresponde à diferença entre a média dos valores de Ct da amostra e a média dos 
valores de Ct da referência da respectiva amostra, sendo que ∆∆Ct corresponde à 
diferenca entre os valores de ∆Ct de cada amostra e os valores de ∆Ct do calibrador 
correspondente. A fórmula 2 -∆∆Ct , exprime o valor da quantificação relativa de 
determinada sequência alvo, normalizada com uma referência endógena, relativamente 
ao calibrador.  
 
 
Figura II.13 – Representação do sinal de fluorescência do produto amplificado (Rn) em função do 
número de ciclos, onde as curvas de amplificação quantificam o produto amplificado ao longo da reacção 
de PCR 
 
A aplicação do método 2-∆∆Ct para tratamento de resultados de PCR em tempo real 
baseia-se nas seguintes premissas: 
a) Reacções de amplificação eficientes; 
b) Eficiência das reacções de amplificação do gene alvo idêntica à da amplificação do 
gene de referência.  
 
A validação deste método (2-∆∆Ct), relativamente à avaliação da eficiência das reacções, 











A partir das equações das regressões lineares associadas à representação gráfica dos 
valores médios de Ct, em função do logaritmo da concentração do cDNA presente 
inicialmente na reacção, foram determinados os declives (m) de cada uma delas e 
recorrendo à formula E = 10 (-1/m). Segundo Pfaffl (2001) considera-se que as reacções 
onde E = 2, correspondem a reacções com 100% de eficiência. 
 
A segunda premissa para aplicação do método 2-∆∆Ct, refere-se à semelhança entre as 
eficiências de reacção de amplificação, dos genes alvo e de referência. Para que a 
utilização deste método no tratamento dos resultados seja válida e os resultados obtidos 
sejam fiáveis, sem introdução de erro significativo, é necessário que as eficiências de 
amplificação do gene alvo do estudo e o gene de referência sejam equivalentes. 
Procedeu-se à validação deste parâmetro pela comparação das eficiências das reacções 
de amplificação do gene alvo relativamente à do gene de referência, a qual foi efectuada 
através da avaliação da variação de ∆Ct (Ct gene alvo – Ct gene referência) em cada 
uma das diluições da amostra. 
O valor do declive (m) da recta, associada à representação gráfica dos valores ∆Ct vs 
diluições da amostra, demonstram a proximidade das eficiências de reacção, de forma a 
validar o referido método para tratamento dos resultados. Assim, a partir da 
amplificação dos 3 genes (pfcrt, pfmdr1 e pfβ-actinaI) de uma série de diluições 
sucessivas da mesma amostra, determinou-se o declive da regressão linear, da curva de 
calibração dos dois genes alvo, relativamente ao gene pfβ-actinaI (referência), 
normalizando assim todos os resultados obtidos dos genes pfcrt e pfmdr1, de forma a 
compensar as possíveis variações inter-ensaio. Para a padronização poder ser efectuada 





















II.2.3. ESTUDOS DE EXPRESSÃO HETERÓLOGA DOS GENES pfcrt E pfmdr1 
EM S. cerevisiae 
 
 
Selecção da estirpe de levedura
- Testes de susceptibilidade a 
antimaláricos
Amplificação da sequência 
codificante dos genes pfcrt e 
pfmdr1
Transformação de levedura Fy1469
Transformação de levedura 
By∆erg6
Testes de susceptibilidade, da 
levedura transformada, aos 
antimaláricos – Spots
Localização sub celular das 
proteínas por Microscopia de 
fluorescência
Transformação da bactéria 
E. coli XL1 blue
Clonagem nos vectores 
centromérico e multicópia
Clonagem no vector pMET25 – fusão 
com a proteína GFP
Confirmação das construções 
genéticas por restrição
 
Figura II.14 – Esquema da metodologia utilizada na linha directriz: 3 – Estudos de expressão heteróloga 
dos genes pfcrt e pfmdr1 em S. cerevisiae 
 
Nestes estudos de expressão heteróloga dos genes pfcrt e pfmdr1, utilizou-se como 
hospedeiro a levedura Saccharomyces cerevisiae. Efectuou-se o estudo da resposta aos 
antimaláricos amodiaquina, quinidina, pirimetamina, cloroquina e quinino, em clones de 
levedura, portadores dos genes de plasmódio, em plasmídeos replicativos. Estudou-se 
ainda a localização sub-celular das proteínas assim expressas na levedura.  
Os trabalhos de expressão heteróloga foram realizados no Centro de Engenharia 
Biológica e Química do Instituto Superior Técnico em colaboração com a Doutora 












II.2.3.1. AVALIAÇÃO DO FENÓTIPO A ANTIMALÁRICOS DOS CLONES DE LEVEDURA 
 
Foram seleccionados os clones de P. falciparum a partir dos quais se pretendia isolar os 
genes pfcrt e pfmdr1 para os estudos de expressão heteróloga. A escolha recaiu sobre os 
clones 3D7, Dd2 e T9/94, por estarem bem caracterizados quer a nível do fenótipo, quer 
no que respeita aos referidos genes. Estes clones de plasmódio foram cultivados como 
descrito em II.2.1.4., tendo o DNA, para amplificação da sequência codificante do gene 
pfmdr1, sido extraído com Chelex segundo o protocolo apresentado em II.2.1.6.2.. 
Quanto ao gene pfcrt por ser constituído por uma porção de DNA não codificante (13 
intrões) a amplificação da sua sequência codificante total foi realizada a partir de 
cDNA. Assim, foi efectuada a extracção de RNA com Trizol (II.2.2.2.) e o cDNA foi 
sintetizado tal como descrito em II.2.2.3. com excepção para os hexanucleotidos, os 
quais foram substituídos por oligo dT15 (Promega, USA), de forma a se obter a 
sequência complementar completa do RNA do gene. 
 
Os locais de clonagem foram seleccionados com base no perfil de restrição dos dois 
genes (anexo 9) e nos locais de clonagem múltipla dos vectores seleccionados 
(p416GPD e p426GPD). 
 
II.2.3.1.1. AMPLIFICAÇÃO DA SEQUÊNCIA CODIFICANTE TOTAL DOS GENES pfcrt E 
pfmdr1 
 
Para a amplificação da sequência que codifica os genes pfcrt e pfmdr1 (anexo 8), 
tratando-se de sequências com dimensões consideráveis (1274 bp e 4260 bp, 
respectivamente), tornou-se necessário recorrer a um protocolo de Long PCR, cuja 
enzima permitisse polimerizar sequências longas com a maior fidelidade possível, assim 
foi utilizado o kit comercial Expand Long Template PCR System (Roche Molecular 
Biochemicals). Este protocolo foi baseado no método de Nested – PCR (II.2.1.7.). 
 
II.2.3.1.1.1. Desenho de primers 
 
Para estes estudos foi sobretudo tomada em consideração a inclusão dos locais de corte 










função do perfil de restrição do gene), de forma a poder realizar a inserção com a 
orientação pretendida. 
Assim, os primers para a reacção de PCR externo foram desenhados de acordo com as 
considerações referidas anteriormente em II.2.1.7.1. 
Para o desenho dos primers internos, a selecção da sequência foi limitada pelo facto de 
ter de coincidir com o início e fim de cada um dos gene em estudo (pfcrt e pfmdr), 
tendo-se adicionado a esta sequência uma pequena nova sequência, contendo o 
palindroma das enzimas seleccionadas para local de clonagem, de forma a poder 
posteriormente criar extremidades coesivas: 
• CGCGGATCCGCG - BamHI 
• TCCCCCGGGGGA - SmaI 
• CCGCTCGAGCGG - XhoI 
 
II.2.3.1.1.2. Reacção de PCR  
 
Seguindo as instruções do fornecedor, foram preparadas duas misturas de reacção para 
este PCR (tabela II.13). À primeira mistura adicionou-se o DNA molde e colocou-se no 
termociclador até atingir a temperatura de 92 ºC, após o que foram adicionados 25 µl da 
mistura 2, a qual foi mantida em gelo durante o período de subida da temperatura. 
 
Tabela II.13 – Misturas de reacção utilizadas no protocolo de Long PCR * Mistura comercial de 









Primer forward 300nM 





 DNA molde Até 500ng 
dH2O - 
Tampão MgCl2 1,75mM 
 
Mix 2 










As sequências dos primers e as condições de reacção de PCR estão apresentados na 
tabela II.14.  
 
Tabela II.14 – Sequência dos primers e condições de PCR, para amplificação dos genes pfcrt e pfmdr1 
(no caso do gene pfcrt não foi necessário recorrer a um protocolo baseado na técnica de Nested PCR). * 
Diminuição de 0,5º C por ciclo; ** Incrementos de 12 segundos por ciclo; *** Incrementos de 20 
segundos por ciclo; 1 Extensão com palindroma da BamHI; 2 Extensão com palindroma XhoI; 3 Extensão 






















    














92ºC, 10’’; 47ºC, 30’’; 68ºC, 
300’’ – 10 Ciclos;  
92ºC, 10’’; 66ºC*, 30’’; 68ºC, 










   
   







92ºC, 10’’; 51ºC, 30’’; 68ºC, 
360’’ – 10 Ciclos;  
92ºC, 10’’; 51ºC, 30’’; 68ºC, 



























92ºC, 10’’; 52ºC, 30’’; 68ºC, 
360’’ – 10 Ciclos;  
92ºC, 10’’; 68ºC, 30’’; 68ºC, 
360’’***; - 30 Ciclos 
68ºC, 420’’ 
     
           
Os fragmentos de DNA, correspondentes aos genes, amplificados por PCR foram 
purificadas com o kit de purificação de produtos de PCR, Quiaquick PCR purification, 
(Qiagen), de acordo com o protocolo do fornecedor. 
A análise da eficiência de purificação e quantificação do produto de PCR purificado foi 
efectuada por eletroforese (3 V/ cm) com observação do gel de agarose (0,8 %), corado 













II.2.3.1.2. PREPARAÇÃO DE DNA E VECTORES PARA CLONAGEM  
 
Os vectores pBC, p416GPD, p426GPD e o DNA purificado, foram digeridos com as 
endonucleases seleccionadas, de acordo com as instruções do fabricante, de forma a 
criar as extremidades coesivas necessárias à introdução dos genes no vector, no local de 
clonagem e com a orientação seleccionados (tabela II.15).  
 
Tabela II.15 – Enzimas e condições de restrição para a criação de extremidades coesivas. Todas as 
enzimas utilizadas foram fornecidas pela Gibco. * Em alguns casos na segunda restrição foi necessária 
adição de sais ou BSA conforme as indicações do fabricante e de forma a compensar a composição do 
tampão utilizado na primeira reacção de restrição. ** Conforme se tratasse do gene pfmdr1 ou pfcrt 
respectivamente. 
1ª Restrição 2ª Restrição* Vector/ gene 
Enzima Temp. Enzima Temp. 
pBC SmaI/BamHI** 25ºC/ XhoI 37ºC 
p416GPD/ p426GPD SmaI/BamHI** 25ºC XhoI 37ºC 
pfcrt BamHI 37ºC XhoI 37ºC 
pfmdr1 SmaI 25ºC XhoI 37ºC 
 
Os produtos de digestão dos quais se pretendiam separar as pequenas porções de DNA 
resultantes da criação de extremidades coesivas foram purificados com o Quiaquick 
PCR purification (Qiagen), como descrito na secção II.2.1.11.3.. 
 
Os fragmentos linearizados dos vectores, foram separados das formas circulares ou não 
digeridas, por electroforese em gel de agarose, foram purificados com o kit Wizard 
PCR Preps DNA purification System (Promega), seguindo o protocolo do fabricante. 
Este consiste em cortar a porção de gel onde se encontra o fragmento que se pretende 
purificar, posteriormente a agarose é fundida num banho termostatizado a 56º C e o 











A quantidade e a eficiência da purificação dos produtos de PCR e dos vectores de 
clonagem foram avaliadas através de eletroforese (3 V/cm) em gel de agarose (0,8 %), 
corado com brometo etídio e visualização sob luz ultra violeta.  
 
II.2.3.1.3. CULTURA IN VITRO DE Escherichia coli 
 
As células de Escherichia coli XL1 – Blue, foram cultivadas a 37º C em meio de 
crescimento LB a 2% (Sigma), esterilizado por autoclavagem (121ºC, durante 15 min.). 
Para a obtenção de culturas sólidas o meio LB foi suplementado com agár – agár a 2%. 
Os meios selectivos foram preparados pela adição de 150 g/l de ampicilina (Boehringer) 
ou 50 g/l de clorofenicol, ao meio LB. 
As culturas celulares de E. coli foram mantidas em placas de Petri a 37º C. Para a 
manutenção de células frescas foram efectuadas repicagens regulares de 4 a 5 dias. 
Após crescimento adequado foram armazenadas a 4º C.  
A congelação das culturas foi realizada em tubos de crio-congelação estéreis, contendo 
750 µl de glicerol (30% v/v) e 750 µl de meio LB (Sigma), no qual foi ressuspendida 
uma ansa do material celular e crio-preservado a -80º C. 
 
II.2.3.1.3.1. Preparação de células competentes de E. coli 
 
As células de E. coli XL1-Blue foram cultivadas em meio LB liquido a 37º C, com 
agitação orbital de 250 rpm durante a noite; 4 ml desta cultura foram utilizados para 
inocular 100 ml de meio fresco, incubados nas mesmas condições durante 
aproximadamente 3 h até à obtenção de uma DO640nm final de 0,5. Esta cultura foi 
centrifugada a 5000 x g/ 5 min. (4º C), o pellet de células obtido foi delicadamente 
ressuspendido em 100 ml de MgCl2 (0,1 M) procedendo-se a nova centrifugação nas 
mesmas condições. Após eliminação do sobrenadante, as células foram ressuspendidas 
em 100 ml de CaCl2 (0,1 M) e mantidas 30 min. em gelo; o tratamento de cloreto de 
cálcio permeabiliza as células tornando-as susceptíveis à introdução de DNA, processo 
este designado de “competência celular”. Após nova centrifugação (5000 x g/ 5 min.), o 
pellet foi ressuspendido em 22 ml de CaCl2 (0,1 M), aos quais foram adicionados 3,5 ml 
de glicerol 86%. A suspensão celular (células competentes) foi dividida em alíquotas de 










II.2.3.1.4. CLONAGEM DOS PRODUTOS DE PCR NO VECTOR INTERMÉDIO – pBC 
 
 
Para clonagem da sequência codificante total dos genes pfcrt e pfmdr1, em vectores de 
expressão em levedura, foi efectuada a clonagem prévia dos produtos de PCR 
correspondentes no vector de E. coli pBC, o que permitiu a obtenção de DNA em 
quantidade suficiente, para posteriores manipulações genéticas, uma vez que se trata de 
um vector que origina um elevado número de cópias, nas células bacterianas em 
questão.  
 
As quantidades de DNA digerido e purificado, como descrito anteriormente (II.2.3.1.2.), 
a utilizar nas ligações foram definidas através de visualização sob luz ultra violeta, após 
electroforese (3 V/cm) em gel de agarose (0,8 %).  
 
II.2.3.1.5. TRANSFORMAÇÃO DE CÉLULAS DE E. coli 
 
O plasmídeo e o DNA a clonar (gene em estudo) foram incubados a 16º C, durante 16 h  
com a enzima T4 ligase (Roche). Após esta incubação adicionam-se à referida mistura 
de ligação 50 µl de TCM (10 mM CaCl2; 10 mM MgCl2; 10 mM TRIS pH 7,5) e 150 µl 
de células competentes, descongeladas lentamente em gelo. Esta mistura foi mantida 30 
min. em gelo, seguindo-se um choque térmico de 3 min. a 42º C, num banho 
termostatizado, após o qual se colocou de novo em gelo, durante 5 min. Este processo 
permite a entrada do DNA (plasmídico e gene a clonar) seguindo-se o processo de 
regeneração das células, adicionando-se 800 µl de meio LB, sendo a cultura incubada a 
37º C com agitação orbital de 250 rpm, durante 1 hora. As células foram concentradas 
por centrifugação (2000 x g/ 5min) e plaqueadas em meio LB suplementado com o 
antibiótico, adequado à selecção do plasmídeo e incubadas a 37º C, durante a noite. 
Foram utilizadas células sem introdução de DNA como controlo desta metodologia. 
Os transformantes foram seleccionados em placas, com meio sólido selectivo LB, 













II.2.3.1.6. CONFIRMAÇÃO DAS CONSTRUÇÕES GENÉTICAS, COM O VECTOR PBC  
 
A partir dos clones obtidos, resistentes ao clorofenicol, procedeu-se à extracção do 
DNA plasmídico através do método da lise alcalina (Sambrook et al., 1989), para 
confirmação da eficiência da clonagem, por comparação entre o perfil de restrição 
obtido e o esperado por análise do mapa de restrição da construção génica. 
 
Este método consiste em cultivar cada colónia de células de E. coli transformadas, 
durante 16 h a 37º C, com agitação orbital de 250 rpm, em 3 ml de meio LB 
suplementado com o antibiótico adequado à selecção do plasmídeo (ampicilina ou 
canamicina).  
O pellet de células, obtido após centrifugação, foi ressuspenso em 150 µl de uma 
solução de 50 mM de glucose, 10 mM de EDTA, 15 mM de TRIS – HCl (pH 8,0), para 
a digestão enzimática da parede das células bacterianas, foi adicionada lisozima, numa 
concentração final de 5 mg/ml. A mistura foi incubada durante 5 min., à temperatura 
ambiente, foram adicionados 200 µl de uma solução de NaOH (0,2 M) e SDS (1%), a 
homogeneização foi realizada por inversão. Após incubação durante 5 min., em gelo, 
foram adicionados 150 µl de uma solução de acetato de potássio 3M (60 ml de acetato 
de potássio 5M + 11,5 ml de ácido acético + 28,5 ml de água, pH 4,5), foram 
misturados por inversão e colocados em gelo, durante 10 min.. 
A separação do DNA plasmídico do DNA cromossómico foi possível obter pelo re - 
equilíbrio do pH, fortemente alcalino devido à presença de NaOH, que foi neutralizado 
pela adição da solução de AcK, com pH 4,5. Esta neutralização do pH permite a 
renaturação do DNA plasmídico, restabelecendo a sua conformação original, o que não 
se verifica com o DNA cromossómico, que devido às suas dimensões permanece sob a 
forma de agregados complexos. De forma a obter a separação destes agregados de DNA 
cromossómico, membranas e proteínas do DNA plasmídico, a mistura foi centrifugada, 
a 15 800 X g/10 min., e o DNA plasmídico foi recuperado no sobrenadante e 
precipitado com acetato de potássio (3M) e etanol absoluto, durante 30 min., a – 20º C, 
posteriormente foi centrifugado e lavado com etanol a 70% (v/v).  
O DNA obtido foi seco sob vácuo, à temperatura ambiente e ressuspenso em 50 µl de 










Todo o processo descrito foi realizado a 4º C, para diminuir a actividade das DNases, 
garantindo a integridade do DNA plasmídico. As soluções utilizadas neste 
procedimento foram esterilizadas por calor húmido (autoclave).  
 
O DNA plasmídico purificado foi submetido a digestões com as endonucleases 
seleccionadas, para confirmação das construções genéticas, segundo as instruções do 
fabricante (tabela II.16). 
 
Tabela II.16 – Restrições para confirmação das construções genéticas, entre os genes pfcrt/ pfmdr1com o 























HindIII / XhoI 




II.2.3.1.7. RE-CLONAGEM NOS VECTORES p416 GPD E p426 GPD 
 
Para reclonagem dos genes, nos vectores shuttle p416GPD e p426GPD, foi necessária a 
extracção do DNA plasmídico das células de E. coli, correspondentes aos clones 
entretanto confirmados como positivos, por análise do mapa de restrição. Por ser 
exigido elevado grau de pureza do DNA, recorreu-se ao protocolo do kit Plasmid Mini 
Purification (Qiagen), de acordo com as instruções do fabricante. 
Os clones anteriores, portadores de cada uma das sequências dos genes pfcrt e pfmdr1, 
foram submetidos a reacções de restrição com as enzimas XhoI/ BamHI e SmaI/ XhoI 
para proceder à excisão de cada gene, respectivamente, e foram recuperados a partir de 
gel de agarose com o kit Wizard PCR Preps DNA Purification System (Promega) de 
acordo com o protocolo do fabricante, o qual consiste em cortar a porção de gel onde se 










num banho termostatizado a 56º C e o DNA é recuperado numa coluna com resina que 
permite a ligação do DNA.  
 
A avaliação da eficiência da purificação de DNA e vectores purificados e quantificação 
aproximada foram efectuadas através de eletroforese em gel de agarose, corado com 
brometo etídio e visualização sob luz ultra violeta.  
 
Na reacção de ligação foi utilizada uma quantidade de DNA do insert, superior à do 
vector, de forma a garantir a eficiência do processo. As misturas dos DNAs 
correspondentes aos genes e aos vectores foram incubadas com T4 ligase, durante 
aproximadamente 16 h a 16º C. Estas misturas de reacção foram utilizadas para 
transformar células competentes de E. coli (II.2.3.1.5.), e os transformantes resistentes à 
ampicilina obtidos, foram seleccionados em meio sólido suplementado com este 
antibiótico. 
  
II.2.3.1.8. CONFIRMAÇÃO DAS CONSTRUÇÕES GENÉTICAS ENTRE OS GENES pfcrt/ 
pfmdr1 E OS VECTORES p416GPD E p426GPD 
 
Para confirmação das construções genéticas obtidas nos vectores de expressão 
p416GPD e p426GPD, através do seu padrão de restrição, procedeu-se à extracção de 
DNA plasmídico segundo o método da lise alcalina, de acordo com o protocolo descrito 
em II.2.3.1.6.. Posteriormente, o DNA plasmídico purificado foi submetido a digestões 
com as endonucleases seleccionadas, para confirmação das construções genéticas, 

















Tabela II.17 – Restrições para confirmação das construções genética, com os vectores p416GPD e 



























































































Dos clones de E. coli, cuja restrição confirmou serem portadores dos genes de 
plasmódio, procedeu-se à extracção de DNA plasmídico com o kit Plasmid Mini 
Purification (Qiagen). Com este DNA realizou-se a transformação de células de 
levedura S. cerevisiae, ver secção II.2.3.1.10.. 
 
II.2.3.1.9. CULTURA in vitro DE S. cerevisiae 
 
As culturas de levedura foram realizadas em placa, contendo o meio sólido adequado 










ressuspensão de uma ansa de material celular em 750 µl de glicerol a 86% (v/v), e 750 
µl de meio de cultura adequado. Do restante material da cultura, prepararam-se novas 
placas, armazenadas a 4º C, por períodos de aproximadamente 7 dias, ao fim dos quais 
se efectuaram repicagens para novas placas, de forma a manter as culturas sempre 
frescas. 
Todos os meios de cultura (anexo 2), foram autoclavados e todo o procedimento, 
envolvido na manutenção de culturas, foi realizado em condições esterilidade. As 
soluções de aminoácidos (anexo 2), utilizadas para complementar os meios de cultura, 
foram esterilizadas por filtração (filtros Supor - 200 47mm, Gelman Laboratory).  
 
 
II.2.3.1.9.1. Preparação de células competentes de S. cerevisiae 
 
Para a preparação de células de levedura BY4741∆erg6 para transformação, foi 
inoculada uma pré-cultura em 50 ml de meio líquido YPD. Após algumas horas de 
crescimento, a pré-cultura foi diluída em 100 ml de meio, de forma a obter-se após um 
período de cerca de 14 h uma cultura com uma DO600nm de ca. de 0,5 – 0,7. 
Esta cultura foi centrifugada a 5000 x g/ 5min., seguindo-se uma lavagem do pellet com 
30 ml de água estéril, tendo sido efectuada uma nova centrifugação para concentração 
do pellet. Este é ressuspenso em 1 ml de água destilada estéril, e dividido para 2 tubos 
de 2 ml cada, os quais foram centrifugados durante 30 segundos, para eliminação da 
água sobrenadante. O sedimento foi lavado com 0,5 ml de AcLi/TE. Após eliminação 
do sobrenadante os pellets foram ressuspendidos em 0,5 ml de AcLi/TE. 
A solução de AcLi/TE cria poros na membrana celular da levedura, facilitando a entrada 
de DNA na célula e o EDTA da mesma solução destabiliza a membrana, funcionando 
como agente quelante dos iões Ca2+. 
 
II.2.3.1.10. TRANSFORMAÇÃO DE S. cerevisiae 
 
A 50 µl da suspensão celular anterior, preparada para a transformação, foram 
adicionados 5 µl de DNA de esperma de salmão sonicado (10 mg/ml, cujo papel é 
saturar as DNases das células de levedura), 1 µg do DNA com o qual se pretendia 










delicadamente à sua homogeneização. Esta mistura foi incubada durante 30 min., a 30º 
C com agitação, seguida de uma incubação a 42º C em banho termostatizado durante 20 
min.. As células foram lavadas e ressuspendidas em 500 µl de água estéril e espalhadas 
em placas de Petri com meio MM2-U. 
 
II.2.3.1.11. TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMALÁRICOS EM LEVEDURAS 
TRANSFORMADAS 
 
A avaliação da susceptibilidade aos antimaláricos cloroquina, quinino, quinidina, 
pirimetamina e amodiaquina, foi realizada pela técnica da comparação do crescimento 
confluente de spots de células, entre a BY4741∆erg6 albergando apenas o vector de 
clonagem e BY4741∆erg6 albergando o vector de clonagem contendo o gene.  
 
A partir de culturas frescas, em meio sólido, de cada um dos clones bem como dos 
respectivos controlos, foram preparados pré-inoculos em 20 ml de meio MM2-U cada. 
Após, aproximadamente, 8 h de crescimento foram realizadas diluições de cada um dos 
pré-inoculos em meio MM2-U, de forma a obter no dia seguinte, culturas de 50 ml com 
uma DO600nm entre 0,4 – 0,5.  
Para a realização dos spots, cada cultura foi diluída para uma DO600nm de 0,05 e a partir 
desta suspensão, foram realizadas 2 diluições sucessivas 1/2 e 1/4. Os spots foram 
realizados colocando-se 4 µl de cada suspensão (directo, 1/2 e 1/4) sobre as placas de 
Petri, com meio sólido MM2-U suplementado com as diferentes concentrações de 
antimaláricos a testar (tabela II.18). Após incubação, durante 2 a 6 dias à temperatura de 
30º C, os resultados foram avaliados pela comparação do crescimento dos spots das 
estirpes controlo com o dos clones obtidos por transformação.  
Em todos os testes de susceptibilidade foram incluídos testes controlo em meio 
suplementado com os solventes utilizados na preparação dos fármacos, de forma a 
garantir que as concentrações utilizadas não constituíam um factor limitante do 













Tabela II.18 – Concentrações de fármacos testadas nos testes de susceptibilidade realizados pela técnica 
de spots 







II.2.3.2. LOCALIZAÇÃO SUB-CELULAR DAS PROTEÍNAS PFCRT E PGH1 EXPRESSAS EM 
LEVEDURA 
  
Considerando os resultados obtidos na secção anterior (desenvolvidos no capítulo 
III.3.1), relativos ao fenótipo dos clones de levedura transformados com os genes de 
plasmódio, decidiu-se ser importante avaliar a localização das proteínas resultantes 
neste sistema heterólogo, por ser considerado um factor importante para a compreensão 
dos resultados obtidos na primeira fase deste trabalho de expressão. 
 
Para a realização destes estudos de localização das proteínas codificadas pelos genes 
pfcrt e pfmdr1 (PFCRT e Pgh1), foi necessário amplificar toda a sequência codificante 
de cada um dos genes, de forma a se proceder à sua clonagem num vector que 
permitisse a fusão genética de cada um deles com o gene da GFP (a proteína resultante 
emite fluorescência, evidenciando a localização sub-celular desta fusão).  
 
II.2.3.2.1. AMPLIFICAÇÃO DA SEQUÊNCIA CODIFICANTE TOTAL DOS GENES pfcrt E 
pfmdr1 
 
Com o objectivo de construir estas fusões génicas (pfcrt-GFP e pfmdr1-GFP) foram 
amplificadas as sequências dos genes pfcrt e pfmdr1, recorrendo-se novamente a um 
protocolo baseado no método de Nested – Long PCR utilizando o kit Expand Long 
Template PCR System (Roche Molecular Biochemicals), de acordo com o protocolo 











II.2.3.2.1.1. Desenho de primers 
 
No desenho dos primers utilizados para esta amplificação foi necessário ter em 
consideração o objectivo de fundir cada um dos referidos genes com o gene da GFP, por 
uma reacção de recombinação homóloga in vivo, nas células de levedura. Para tal, foram 
acrescentadas à sequência de cada primer zonas homólogas do plasmídeo 
pMET25_GFP (figura II.15): 
 
- primer forward – 44 bp homólogos à sequência final do promotor MET25, 
escolhidos na sequência codificante, 20 bp homólogos ao início do gene (com início 
no codão de iniciação, ATG). 
 
- primer reverse – 44 bp homólogos à sequência inicial do gene GFP, 20 bp 
homólogos ao fim do gene (com fim no codão anterior ao codão STOP), ambos 
escolhidos na cadeia complementar. A eliminação do codão STOP permite que a 
tradução do gene GFP continue, após a tradução do gene em estudo.  
 
 
Figura II.15 – Esquema representativo da reacção de recombinação homóloga entre os genes de 











II.2.3.2.1.2. Reacção de PCR 
 
O DNA molde utilizado na reacção de PCR (tabela II.19) foi o produto amplificado na 
primeira reacção de PCR (PCR externo) efectuada para os estudos dos fenótipos das 
leveduras transformadas com os genes de plasmódio, tal com descrito anteriormente 
(II.2.3.1.1.2.).  
 
Tabela II.19 – Sequência dos primes e condições de PCR utilizados para amplificação dos genes para 
construção de fusões genéticas com GFP. * DNA molde proveniente da primeira amplificação de 
II.2.3.1.1.2.). ** Incrementos de 12 segundos por ciclo 










92ºC, 10’’; 45, 30’’; 
68ºC, 300’’ – 10 Ciclos;  
92ºC, 10’’; 72ºC, 30’’; 












92ºC, 10’’; 43ºC, 30’’; 
68ºC, 300’’ – 10 Ciclos;  
92ºC, 10’’; 72ºC, 30’’; 




II.2.3.2.2. PREPARAÇÃO DE DNA E VECTOR PARA CLONAGEM  
 
O vector pMET25 foi digerido com a endonuclease NotI, de forma a permitir a inserção 
de cada um dos genes em estudo com o gene que codifica a proteína GFP, por 
recombinação homóloga das extremidades do vector, com homologia com as 
extremidades dos produtos de PCR, obtidos para o efeito. 
 
Os produtos de digestão, dos quais se pretendiam separar as pequenas porções de DNA 
resultantes da criação de extremidades coesivas, foram purificados com o Quiaquick 
PCR purification (Qiagen), como descrito na secção II.2.3.1.2.. 
 
Os fragmentos linearizados dos vectores, separados das formas circulares ou não 










PCR Preps DNA purification System (Promega), seguindo o protocolo do fabricante 
II.2.3.1.7.. 
 
O vector pMet25, tendo sido digerido com apenas uma endonuclease, apresenta a 
capacidade de recircularizar. Como tal foi necessário proceder a um tratamento com 
fosfatase alcalina, impedindo a recirculação de forma a permitir a clonagem, este 
tratamento foi realizado a 16º C, durante a noite, segundo as instruções do fabricante.  
Posteriormente foi realizada uma extracção de proteínas (neste caso da fosfatase 
alcalina), por adição de uma mistura de fenol – clorofórmio – álcool isoamílico 
(25:24:1, v/v/v), a qual foi agitada em vortex e centrifugada, durante 5 min., a 15 800 x 
g, para separação das fases aquosa da fenólica. A fase aquosa foi recuperada para novo 
tubo, procedendo-se a uma nova extracção com fenol. Os restos de fenol, após a 
centrifugação, foram removidos por extracção com éter. 
O DNA foi precipitado com acetato de sódio a 3 M e com etanol absoluto, durante 30 
min., a – 20º C, seguido de uma centrifugação a 15 800 x g, a 4º C, durante 15 min.. O 
DNA foi lavado com etanol a 70% (v/v), seco sob vácuo à temperatura ambiente e 
ressuspendido em água estéril.  
 
II.2.3.2.3. CONSTRUÇÃO DAS FUSÕES GENÉTICAS  –  GFP_pfcrt E GFP_pfmdr1 
 
A fusão genética foi efectuada entre o terminal carboxílico do gene em estudo e o gene 
que codifica a proteína verde fluorescente, a GFP. Esta fusão, expressa em levedura, 
permite a localização de estruturas celulares por observação ao microscópio de 
fluorescência, uma vez que a proteína em estudo expressa-se em conjunto com a GFP, 
emitindo fluorescência. 
O DNA da sequência codificante destes genes, foi obtido como descrito em II.2.3.2.1.. 
A cultura de levedura da estirpe FY1679_28c, mantida nas condições de cultura 
descritas em II.2.3.1.9., foi transformada em simultâneo com o DNA plasmídico 
pMET25-GFP linearizado com NotI e com o DNA dos genes (ver II.2.3.1.10.). A 
selecção dos clones, onde ocorreu recombinação homóloga entre as extremidades com 
homologia, conduzindo a recircularização do vector, foi efectuada em meio selectivo 











II.2.3.2.4. LOCALIZAÇÃO SUB-CELULAR DAS PROTEÍNAS POR MICROSCOPIA DE 
FLUORESCÊNCIA 
 
A localização sub-celular das proteínas PFCRT e Pgh1, codificadas respectivamente 
pelos genes de Plasmodium pfcrt e pfmdr1, foi efectuada por microscopia baseada na 
fluorescência emitida pelas fusões genéticas, pfcrt – GFP e pfmdr1 – GFP. 
As células foram recuperadas de cada cultura por filtração (filtros Supor - 200 47mm, 
Gelman Laboratory) e foram ressuspensas em 1 ml de água estéril, desta suspensão 
foram retirados 7 µl, com os quais foram realizadas preparações para observação ao 
microscópio de epi-fluorescência (Zeiss Axioplan).  
 
II.2.3.2.5. CONFIRMAÇÃO DA CONSTRUÇÃO DAS FUSÕES GENÉTICAS - GFP_pfcrt E 
GFP_pfmdr1 
 
Para extracção de DNA total de levedura, a partir de culturas frescas, foram 
ressuspensas duas ansas de material celular em 300 µl de água milliQ estéril e 
adicionaram-se esferas de vidro (0,4 mm, BDH). 
À suspensão de células foram adicionados 300 µl da mistura fenol/ clorofórmio/ álcool 
isoamílico (25:24:1) e agitou-se em vortex, durante 2 min.. Posteriormente, procedeu-se 
a uma centrifugação, a 15 800 x g/ 5 min, o sobrenadante foi recuperado para novo 
eppendorf e foi realizada uma nova extracção com fenol, seguida de uma extracção com 
éter.  
O DNA foi precipitado com etanol absoluto a - 20º C, durante 15 min., seguindo-se uma 
centrifugação, a 15 800 x g/ 15 min.. O precipitado foi lavado com etanol a 70%, seco 
sob vácuo durante 5 min. e foi ressuspendido em 100 µl de água desmineralizada, 
armazenando-se a -20º C. 
Com o DNA total obtido procedeu-se à transformação clássica de E. coli, para 
recuperação apenas do DNA plasmídico seguindo o protocolo descrito em II.2.3.1.5.. 
Posteriormente, o DNA plasmídico foi extraído pelo método de extracção de lise 
alcalina (ver II.2.3.1.6.) e foram efectuadas as reacções de restrição (tabela II.20) para 












Tabela II.20. – Reacções de restrição para confirmação das fusões pfcrt _ GFP e pfmdr1 _ GFP. Estas 
enzimas foram seleccionadas, tendo por base o perfil de restrição das construções genéticas. 
















As construções genéticas, cuja restrição confirmou a existência de fusões entre os 
referidos genes, foram de novo introduzidas em levedura e estas células voltaram a ser 



































































Este capítulo será apresentado em três secções, de acordo com as três linhas de estudo 
desenvolvidas. No início de cada secção será feita uma breve introdução relativa aos 
pontos que se considerem relevantes para a compreensão dos resultados descritos. 
 
 
 III.1. Estudo epidemiológico da resistência aos antimaláricos 
 
Nesta secção os resultados serão agrupados de acordo com o país de origem dos 
isolados em estudo:  
 
III.1.1. República Democrática de São Tomé e Príncipe (RDSTP); 
 




III.1.4. Brasil;  
 
III.1.5. Avaliação Global; 
 
III.1.6. Caracterização genotipica dos isolados multi-resistentes;  
 
III.1.7. Haplótipos do gene pfcrt. 
 
Relativamente a cada área endémica, os resultados estão organizados em: 
 
1) Amostragem – Identificação do local de amostra e outros dados relacionados;   
 
2) Resistência in vitro aos antimaláricos – Identificação do grau de susceptibilidade in 
vitro de P. falciparum aos fármacos cloroquina, mefloquina, amodiaquina e quinino, 
utilizando os critérios da Organização Mundial de Saúde, para a classificação das 









3) Frequência alélica – Percentagem dos alelos dos genes pfcrt K76T e pfmdr1 N86Y, 
N1042D e N1246Y obtida na população parasitária caracterizada; 
 
4) Associação entre os marcadores moleculares e a resposta ao fármaco – Descrição 
da associação entre os alelos acima referidos e a resposta dos isolados aos antimaláricos, 
com tratamento estatístico, através do teste de Fisher; 
 
5) Resumo final com apresentação dos resultados mais relevantes. 
 
 
 III.2. Estudos dos níveis de expressão dos genes pfcrt e pfmdr1  
 
No estudo da expressão dos referidos genes os resultados serão apresentados em três 
sub-capítulos: 
 
III.2.1. Avaliação dos níveis de expressão basal dos genes pfcrt e pfmdr1 ao longo 
do ciclo eritrocitário dos clones P. falciparum Dd2 e 3D7;  
 
III.2.2. Estudo comparativo dos níveis de expressão basal destes genes – 
apresentação dos resultados do estudo efectuado na fase de trofozoíto maduro (pré 
esquizonte) nos clones acima referidos e nos isolados STP 595 e STP 611 provenientes 
da RDSTP, com diferentes níveis de susceptibilidade à cloroquina e à mefloquina; 
 
III.2.3. Estudo da expressão dos genes pfcrt e pfmdr1, como resposta à exposição à 
cloroquina ou mefloquina – Avaliação da expressão destes genes na fase de trofozoíto 
maduro, nos referidos parasitas cultivados na presença de cloroquina ou mefloquina; 
 













 III.3. Estudos de expressão heteróloga dos genes pfcrt e pfmdr1 de P. 
falciparum em S. cerevisiae 
 
Esta última secção dos resultados será apresentada em dois sub-capítulos: 
 
III.3.1. Estudo da susceptibilidade dos clones de levedura, portadores dos genes de 
plasmódio, aos antimaláricos cloroquina, mefloquina, quinino, pirimetamina e 
amodiaquina, após transformação com os genes pfcrt e pfmdr1 de Plasmodium;  
 
III.3.2. Localização sub-celular das proteínas codificadas pelos referidos genes – 
Estudos de determinação da localização sub-celular das proteínas expressas no sistema 
heterólogo S. cerevisiae, através de fusões genéticas com o gene GFP; 
 











































III.1. Estudo epidemiológico da resistência aos antimaláricos 
 
Seleccionaram-se as áreas endémicas, objecto deste estudo epidemiológico, não só pela 
possibilidade de execução do trabalho, pela existência de colaboração e protocolos entre 
o CMDT/ IHMT e as instituições locais, como também pelo conhecimento da existência 
de P. falciparum resistente aos antimaláricos. Assim, foram estudadas amostras 
recolhidas na RD STP, R Angola, Tailândia e Brasil. 
 
No arquipélago da República Democrática de São Tomé e Príncipe, com uma população 
de 136 690 habitantes, a malária continua a ser a principal causa de morbilidade 
(representando 56% de ocupação das camas hospitalares do País) e mortalidade (sendo 
50% das mortes em menores de 5 anos).  
Nestas ilhas, onde a prevalência da malária é de aproximadamente 70% (Loureiro et al., 
1996; Pinto et al., 2000), podem-se encontrar as quatro espécies de malária humana, 
onde o P. falciparum é a espécie predominante, com uma prevalência de cerca de 90% 
(Pinto et al, 2000). A população mais afectada vive na região costeira e constitui 96% 
do total dos habitantes do país, tendo sido em 2001 notificados 382 casos de malária por 
1000 habitantes (C. Ferreira, Centro Nacional de Endemias, RDSTP, comunicação 
pessoal).  
Foram desenvolvidas várias acções na luta contra a malária, destacando-se a campanha 
de erradicação (1980 a 1983) baseada, essencialmente, na aplicação intra domiciliar do 
DDT, com bastante sucesso no início, mas acabando por ser suspensa em 1984, por 
constrangimentos financeiros e técnicos (diminuição da sensibilidade do vector ao 
insecticida). Posteriormente, verificou-se um aumento drástico do número de casos e 
óbitos causados pela malária. 
 
A malária na R Angola é a principal causa de morbilidade e mortalidade entre todas as 
doenças transmissíveis notificadas. Dos 12 000 000 de habitantes, 60% vive em 
condições de pobreza, onde estão reunidas as condições de transmissão da malária 
favorecendo a propagação desta doença. No início dos anos 90 foi reportado uma média 
de 679 000 casos por ano (www.chez.com/malaria/08ansu01.html), actualmente este 















óbitos devidos à malária (F. Fortes, Ministério da Saúde da República de Angola, 
comunicação pessoal). No entanto, devido à situação sócio-politica vivida nas últimas 
décadas, não existem muitos dados recentes fiáveis relativamente à doença. Nesta área 
endémica podem encontrar-se três das quatro espécies causadoras de malária humana, 
P. falciparum com uma elevada prevalência (90%), P. vivax (7%) e P. malariae (3%) 
(F. Fortes, Ministério da Saúde da República de Angola, comunicação pessoal).  
 
A malária é um grave problema de saúde pública na Tailândia. Dos 60.6 milhões de 
habitantes deste país, 41,5 (2001) vivem em áreas onde se verifica transmissão da 
doença. Em 2001, apesar do número de mortes registadas, provocadas pela malária, 
permanecer constante em relação ao ano anterior (625), estima-se que tenham ocorrido 
menos de cerca de 50% do número de casos de malária estimados no ano 2000 (100 
000), tendo-se verificado também uma redução nos casos reportados, de 81 692 em 
2000, para 63 528 em 2001 (http://w3.whosea.org/malaria/thailand.htm) . 
A resistência à cloroquina na Tailândia, surgiu no final dos anos 50, e propagou-se tão 
rapidamente que a sua utilização foi abandonada. Em 1984 foram registados os 
primeiros casos de resistência à pirimetamina/ sulfadoxina, nessa altura a mefloquina foi 
introduzida como tratamento da malária, no entanto a resistência a este fármaco 
desenvolveu-se muito rapidamente tendo em 1990 sido registados os primeiros registos 
de infecções com P. falciparum resistente à mefloquina (Price et al., 2004).  
 
Mais de 60% do território Brasileiro possui condições de transmissão de malária. A 
incidência de malária no Brasil aumentou muito na última década, onde mais de 600 
000 casos de malária foram registados no ano de 2000 (Funasa, 2001). No mesmo ano 
foram notificados 242 óbitos causados por infecção por P. falciparum, tendo-se 
verificado um decréscimo significativo na taxa de mortalidade em 2002 (92 óbitos). No 
entanto em 2003 este número voltou a aumentar, tendo sido notificados 129 óbitos (J. 
Ladislau, Secretaria de Vigilância em Saúde, Ministério da Saúde, Brasil, comunicação 
pessoal).  
A maioria dos casos de infecção por P. falciparum identificados no Brasil tem origem 















Amazonas e Maranhão, tendo sido esta a área de proveniência das amostras incluídas 
neste estudo. 
 
O objectivo principal deste estudo, base dos restantes capítulos, foi o de caracterizar a 
resposta in vitro do P. falciparum, a quatro fármacos de utilização regular (Tabela III.1), 
e relacionar posteriormente os resultados obtidos com o perfil das amostras em relação 
aos genes pfcrt e pfmdr1. 
 
a) Testes in vitro de susceptibilidade a antimaláricos – áreas de estudo e fármacos 
testados 
 
A prevalência de resistência in vitro aos antimaláricos neste estudo, foi realizada tendo 
por base os critérios da OMS, onde a classificação resistente/sensível é determinada 
com base no valor do IC99 ou seja na dose que inibe o crescimento de 99% dos 
parasitas expostos ao fármaco, em comparação com os parasitas desenvolvidos de 
trofozoíto jovem a maduro numa cultura controlo, sem fármaco. A classificação de cada 
isolado, relativamente a cada um dos antimaláricos em estudo, efectuou-se de acordo 
com os valores apresentados na tabela II.5. Assim os isolados serão designados por 
sensíveis (S) ou resistentes (R) de acordo com a classificação apresentada na mesma. 
 
A selecção dos antimaláricos a testar, em cada área endémica, recaiu sobre os principais 
antimaláricos da classe da quinoleínas, cuja a utilização era mais vulgar nas zonas em 
estudo. Na RD STP, o facto de apenas ter sido testado um fármaco, prendeu-se com 
dificuldades técnicas, referentes à preparação dos fármacos; este estudo veio a ser 
repetido posteriormente, fora do âmbito deste doutoramento.  
Os testes aos antimaláricos incluídos neste estudo, na Tailândia e Brasil foram 
realizados por operadores distintos, utilizando a mesma metodologia (MARK III, 
OMS); quando possível alguns destes ensaios foram repetidos no CMDT. Os 




























Tailândia Cloroquina, Amodiaquina, Quinino, Mefloquina 
Brasil Cloroquina, Amodiaquina, Quinino, Mefloquina 
Angola Cloroquina, Mefloquina, Quinino 
 
Todos os isolados incluídos no estudo cumpriam os requisitos exigidos pela OMS, para 
a realização de testes de susceptibilidade in vitro a fármacos, segundo a metodologia 
descrita no MARK III. Assim, foram excluídas todas as crianças que apresentavam, em 
conjunto com esta infecção, presença de má nutrição grave ou doença concomitante, 
que justificasse internamento, bem como parasitémias muito baixas (< 0,8%) e os casos 
em que existia informação sobre toma de fármaco anteriormente. Houve sempre 
consentimento da parte dos pacientes para a realização do teste. 
 
b) PCR-RFLP para estudo de frequências alélicas nos genes pfcrt e pfmdr1 
 
Cada um dos isolados foi caracterizado individualmente, relativamente aos 
polimorfismos dos genes pfcrt (K76T) e pfmdr1 (N86Y, N1042D, D1246Y), através de 
PCR-RFLP, para determinação da prevalência das frequências alélicas destes genes.  
 
Os resultados apresentados (figura III.1 e tabela III.2) são relativos à caracterização 
molecular de um número limitado de amostras com genótipo conhecido. Estas amostras 
foram sempre utilizadas em paralelo, servindo como o padrão que permitiu classificar as 


















Figura III.1 – Géis correspondentes às electroforeses realizadas com os produtos de PCR (2-5) e 
produtos das digestões com endonucleases (6-9); identificação do polimorfismo K76T do gene pfcrt (A); 
(B) identificação do polimorfismo N86Y do gene pfmdr1; (C) identificação do polimorfismo N1042D do 
gene pfmdr1 (gel de acrilamida 8%); (D) identificação do polimorfismo D1246Y do gene pfmdr1. “Poços” 
1 e 10 Marcadores de peso molecular (IV, V e VIII). As amostras apresentadas a titulo exemplificativo 




















Tabela III.2 – Genótipos, dos clones de referência utilizados como controlos, relativamente aos genes 
pfcrt e pfmdr1. 
pfcrt pfmdr1  
Clone 











HB3 K N D D 
K1 T Y N D 
Dd2 T Y N D 
180/92 T Y D Y 
 
No estudo das frequências alélicas, sendo o plasmódio um organismo haploíde ao longo 
de quase todo o seu ciclo de vida, com excepção para a fase de oocineto; a presença dos 
dois alelos no mesmo isolado, designado por infecção mista, corresponde à existência 
de pelo menos duas populações parasitárias distintas nessa amostra, assim tendo como 
objectivo o estudo das frequências alélicas, neste estudo as infecções mistas foram 
incluídas em ambos os alelos alternativos, resultando num aumento da dimensão da 
amostra parasitária estudada. 
 
Em relação à avaliação da associação, entre a resposta in vitro aos antimaláricos e os 
referidos polimorfismos, os resultados apresentados relativos ao tratamento estatístico 
correspondem à análise efectuada excluindo as infecções mistas, no entanto o mesmo 
tratamento foi efectuado incluindo estas infecção em cada um dos alelos 
alternadamente, não se tendo verificado alteração significativa dos valores de P. 
 
É importante realçar que neste estudo foi avaliada a resistência in vitro, portanto quando 
eventualmente surgir o termo eficácia ou eficaz refere-se à acção do fármaco in vitro e 























Os isolados, incluídos neste estudo, 
foram colhidos de indivíduos 
sintomáticos, provenientes de seis 
localidades das duas ilhas deste 
arquipélago: Neves, Diogo Vaz, São 
Tomé (Centro Nacional de Endemias), 
São João dos Angolares e Ribeira Peixe 
na ilha de São Tomé e de Santo António 
(Hospital de Santo António) na ilha do 
Príncipe (figura III.2). Parte destes 
resultados foram publicados em Annals 
of Tropical Medicine & Parasitology 
(Lopes et al., 2002, a). 
 




Foram colhidas 85 amostras de sangue periférico de doentes sintomáticos com idades 
compreendidas entre os 2 e os 80 anos. 
Nem sempre se efectuou um estudo completo, quer pelo reduzido volume de amostra de 
sangue colhido, quer, em alguns casos, pela dificuldade de leitura dos micro-testes 
realizados (ausência de desenvolvimento saudável e/ou número de parasitas presentes 
no ensaio). Desta forma, tornou-se inviável obter os resultados referentes a 20 amostras.   
Os testes de susceptibilidade in vitro à cloroquina, realizados aos 65 isolados colhidos 
neste arquipélago, permitiram identificar 5 amostras sensíveis e 60 resistentes, 
correspondendo estas a 92% de prevalência de resistência à cloroquina na RD STP 
(figura III.3). 
Figura III.2 – Mapa do arquipélago da RDSTP 
com as regiões onde foram efectuadas as colheitas 
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Figura III.3 – Prevalência da resistência à cloroquina na RD STP  
 
III.1.1.3. FREQUÊNCIA ALÉLICA 
 
Das 65 amostras efectuou-se o estudo da caracterização alélica de pfcrt e pfmdr1 (tabela 
III.3), devido a alguns problemas experimentais e técnicos, nem sempre se obtiveram 
resultados desta caracterização para todas as amostras.   
 
A determinação de polimorfismos, no códão 76 do gene pfcrt, foi realizada com sucesso 
em todos os isolados (N = 65) incluídos no estudo. Destes, 97% demonstraram ser do 
tipo pfcrt 76T, enquanto os restantes 3% apresentaram o alelo alternativo, pfcrt 76K 
(tabela III.3 e figura III.4).  
 
Em relação ao polimorfismo pfmdr1 N86Y, uma vez que foram identificados 11 isolados 
portadores de infecções mistas (com mistura de parasitas), a dimensão da amostra 
aumentou correspondendo assim, não ao número de isolados estudados mas, ao número 
mínimo de populações parasitárias caracterizadas (N = 75). A variante 86Y é a que 
apresenta a maior frequência correspondendo a 68% (40+11/75) do total da amostra, 
relativamente ao alelo alternativo pfmdr1 86N a frequência observada (13+11/75) foi de 
32% (tabela III.3 e figura III.4).  
Em relação à frequência dos alelos de pfmdr1 1042 (N/D), não se detectou a presença do 
alelo D neste códão, verificando-se uma frequência de 100% do alelo alternativo, 1042N 
















Em relação ao polimorfismo no códão 1246 do gene pfmdr1 foram identificados 7 
isolados portadores de infecções mistas, o que transforma a amostragem deste estudo 
das frequências alélicas em N = 68 populações parasitárias distintas. Foi observada uma 
frequência de 90% em relação ao alelo 1246D (54+7/68), o alelo alternativo 1246Y é 
encontrado nesta população parasitária com uma frequência de 10% (0+7/68), no 
entanto este alelo apenas foi encontrado em isolados portadores de infecções mistas, não 
tendo sido encontrado isoladamente em nenhum dos isolados caracterizados (tabela III.3 
e figura III.4).  
 
Tabela III.3 – Frequências alélicas nos isolados da RDSTP; * correspondente às infecções mistas 
pfcrt pfmdr1 
76 (N=65) 86 (N=75) 1042 (N=62) 1246 (N=68) 
K T N Y N D D Y 
2 
 
63 13 +11* 
 












































III.1.1.4. ASSOCIAÇÃO ENTRE OS MARCADORES MOLECULARES E A RESPOSTA À 
CLOROQUINA 
 
Através do tratamento estatístico, baseado no teste de Fisher (“SISA – Simple 
Interactive Statistical Analyses” - www.http://home.clara.net/sisa/fisher.htm), não foi 
encontrada uma associação estatisticamente significativa entre a resposta dos isolados à 
cloroquina e os alelos dos genes estudados.  
 
Dos 60 isolados resistentes à cloroquina, 2 deles apresentavam o alelo 76K, enquanto os 
restantes 58, apresentavam o alelo 76T. Os 5 isolados susceptíveis ao fármaco eram 
portadores do alelo 76T; a análise estatística demonstrou não existir uma associação 
entre o polimorfismo K76T do gene pfcrt e o fenótipo, relativamente à cloroquina (P = 
0,85), na RDSTP (tabela III.4 e figura III.5).  
 
Em relação ao estudo das possíveis associações dos diferentes alelos do gene pfmdr1, 
também não foi encontrada qualquer associação à resposta apresentada pelos isolados a 
esta quinoleína, com P = 0,27, P = 1,00 e P = 1,00 quanto ao pfmdr1 N86Y, N1042D e 
D1246Y, respectivamente (tabela III.4 e figura III.5).  
 
Tabela III.4 – Isolados agrupados de acordo com a susceptibilidade à cloroquina e os alelos dos genes 
pfcrt e pfmdr1; S – sensível; R – resistente; T – total; 76KT, 86NY, 1042ND e 1246DY – infecções mistas. 
pfcrt Pfmdr1 









K T KT N Y NY N D ND D Y DY 
S 5 0 5 0 2 3 0 5 0 0 4 0 1 






















































































Figura III.5 – Representação gráfica dos alelos dos genes pfcrt e pfmdr1 agrupados de acordo com a sua 
resposta in vitro à cloroquina. 
 
III.1.1.5 RESUMO  
 
65 Amostras de P. falciparum, colectadas na RD STP, foram testadas in 
vitro para a susceptibilidade à cloroquina, tendo 92% destes (60 isolados) 
sido classificados como resistentes à cloroquina, e os restantes 8% (5 
isolados) como sensíveis. 
Dos genes relacionados com a resistência, observou-se: 
a) Alelo 76T do gene pfcrt apresenta uma elevada predominância 
(frequência de 97%) 
b) A frequência do alelo pfmdr1 86Y é de 68%, pfmdr1 1042N é de 100% e 
pfmdr1 1246D é de 90%, apenas se encontra o alelo 1246Y em infecções 
mistas. 
Neste estudo não foi identificada qualquer associação estatisticamente 

























Os 109 isolados colhidos na República 
de Angola, foram obtidos a partir de 
indivíduos sintomáticos com idade 
superior a 12 meses e inferior a 14 anos, 
admitidos no serviço de urgências e no 
serviço de consultas externas do 
Hospital Pediátrico de Luanda (figura 
III.6), num período considerado de 
baixa transmissão.  










Não foi possível efectuar o estudo em todos os isolados colhidos, devido aos factores de 
ordem técnica já referidos, tais como insuficiência de volume de amostra ou a qualidade 
do teste de susceptibilidade (ausência de desenvolvimento saudável dos plasmódios em 
esquizontes e/ou número de parasitas presentes no ensaio). Estes resultados referem-se a 
68 isolados, dos quais 3 foram classificados como sensíveis e 65 como resistentes, o que 






Figura III.6 – Mapa da R Angola com a região 
onde foram efectuadas as colheitas assinalada 

















Neste estudo de susceptibilidade in vitro à mefloquina apenas foi possível caracterizar 
41 isolados, 27 dos quais foram diagnosticados in vitro como sensíveis e 14 como 
resistentes, correspondendo a uma prevalência de resistência à mefloquina de 34% da 




Nos ensaios com quinino apenas foi possível caracterizar 43 isolados de P. falciparum, 
dos quais 29 foram classificados como sensíveis e 14 deles como resistentes, 
verificando-se uma prevalência de resistência ao quinino de 33% nesta amostragem 




A análise dos resultados da fenotipagem dos isolados provenientes de República de 
Angola, apresentados na tabela III.5, demonstrou que 34% das amostras eram 
resistentes à cloroquina e mefloquina. Dos 43 isolados caracterizados em relação à sua 
resposta in vitro à cloroquina e ao quinino, 33% eram resistentes aos dois fármacos. Dos 
isolados incluídos no estudo de resistência aos três antimaláricos acima referidos, 24% 
demonstraram resistência aos três fármacos, cloroquina, mefloquina e quinino (figura 
III.7).  
 
Tabela III.5 – Resultados dos testes de susceptibilidade in vitro aos diferentes antimaláricos; CQ – 
cloroquina, MQ – mefloquina, QUIN – quinino, AMQ – amodiaquina, S – sensível, R – resistente; (Nº 
resistentes/ Nº total). 


























































Figura III.7– Representação das prevalências de resistência aos antimaláricos encontradas nos isolados 
provenientes de R Angola.  
 
III.1.2.3. FREQUÊNCIA ALÉLICA 
 
Das 68 amostras sanguíneas realizou-se a caracterização alélica relativa aos genes pfcrt 
e pfmdr1. Neste estudo o número total de amostras analisadas com sucesso, 
relativamente à identificação dos polimorfismos K76T do pfcrt, N86Y, N1042D e 
D1246Y do pfmdr1, corresponde ao número total de amostras incluídas no estudo de 
fenotipagem em relação à cloroquina (N = 68). Estes resultados da análise dos 
polimorfismos, relativos a cada um dos codões em estudo, são apresentados na tabela 
III.6 e representados graficamente na figura III.8.   
 
Tabela III.6 – Resultados da análise dos polimorfismos, relativos aos codões em estudo, bem como as 
frequências alélicas, nos isolados da República de Angola; * correspondentes às infecções mistas 
pfcrt pfmdr1 
76 (N = 68) 86 (N = 96) 1042 (N = 68) 1246 (N= 68) 
K T N Y N D D Y 





3% 97% 35% 65% 100% 0% 100% 0% 
 
Os 68 isolados de Angola analisados no âmbito deste trabalho, demonstraram que o 















do alelo mutante (76T) e 3% do alelo 76K. Não foram identificadas infecções mistas, 
presentes em nenhum destes isolados.  
 
Na amostragem caracterizada em relação ao polimorfismo pfmdr1 N86Y foram 
identificadas 28 infecções mistas, assim foram caracterizados em relação a este 
polimorfismo 96 parasitas. A variante 86Y é a que apresenta uma maior frequência, 
correspondente a 65% (34+28/96) do total da amostra, enquanto a frequência do alelo 
alternativo pfmdr1 86N é na ordem dos 35% (6+28/96).  
 
Relativamente à identificação do polimorfismo no códão 1042 do gene pfmdr1, nos 68 
isolados provenientes desta área geográfica, foi encontrada uma frequência de 100% da 
variante 1042N, não tendo sido identificado nenhum isolado portador da variante 
alternativa (1042D) nem infecções mistas. 
 
Nos 68 isolados, caracterizados relativamente ao polimorfismo Y1246D, observou-se 
uma frequência de 100% do alelo 1246D, não se tendo encontrado nenhum isolado 

























III.1.2.4. ASSOCIAÇÃO ENTRE OS MARCADORES MOLECULARES E A RESPOSTA AOS 
FÁRMACOS 
 
A pesquisa de associação entre os alelos dos genes pfcrt e pfmdr1 foi realizada, 
considerando os resultados apresentados nas duas secções anteriores. Os dados foram 
agrupados em tabelas de contingência 2X2 (tabela III.7) e tratados com o teste de 
Fisher, não tendo sido determinada nenhuma associação estatisticamente significativa, 
entre os potenciais marcadores moleculares e a resposta in vitro aos antimaláricos 
estudados.  
 
Tabela III.7 – Isolados agrupados de acordo com a susceptibilidade a cada fármaco e os alelos dos genes 
pfcrt e pfmdr1 (CQ - cloroquina; MQ - mefloquina; QUIN - quinino; AMQ - amodiaquina; S - sensível; R 
















 K T KT N Y NY N D ND D Y DY 
S  3 1 2 0 0 1 2 3 0 0 3 0 0 








S 27 1 26 0 3 12 12 27 0 0 27 0 0 








S 29 0 29 0 4 15 10 29 0 0 29 0 0 























Dos 65 isolados resistentes à cloroquina, 64 deles apresentavam o alelo 76T, enquanto 
apenas 1 era portador do alelo 76K, nos 3 isolados susceptíveis à cloroquina foram 
identificados num o alelo 76K, nos outros 2 o alelo 76T, estes resultados após 
tratamento através do teste de Fisher, demonstraram que não existe uma associação 
entre o polimorfismo 76K/T do gene pfcrt e a resposta à cloroquina nestes isolados (P = 
0,085).  
Na República de Angola não foi identificada uma associação entre os alelos do gene 
pfmdr1 e a resposta do parasita à cloroquina; dos 3 isolados sensíveis, um deles era 
portador do alelo 86Y, enquanto os outros dois continham uma mistura de parasitas 
portadores dos dois alelos; nos parasitas classificados como resistentes foi identificado o 
alelo 86N em 6 deles, e 33 destes isolados eram portadores do alelo 86Y (P = 0,85), 
tendo sido identificado em 26 deles misturas dos dois alelos. Relativamente aos outros 









T N Y N
Y N D
N
D D Y D
Y





Figura III.9 – Representação gráfica do número de alelos dos genes pfcrt e pfmdr1, agrupados de acordo 




















O tratamento dos resultados demonstrou não existir nenhuma associação entre estas 
duas variantes, os referidos polimorfismos e a resposta in vitro à mefloquina. 
Em relação ao gene pfcrt, foi identificado o alelo 76K em apenas um isolado sensível, 
tendo sido identificado o alelo 76T, tanto nos restantes 26 isolados sensíveis ao fármaco, 
como nos 14 resistentes (P = 0,66).  
Todos os isolados eram do tipo pfmdr1 1042N e 1246D, independentemente da sua 
resposta à mefloquina. Enquanto em relação ao polimorfismo N86Y, 3 dos isolados 
sensíveis apresentavam o alelo 86N, 12 isolados com a mesma resposta ao fármaco, 
apresentavam o alelo alternativo (86Y), tendo sido identificadas misturas dos dois alelos 
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Figura III.10 – Representação gráfica do número de alelos dos genes pfcrt e pfmdr1, agrupados de 




Na população parasitária estudada não existe associação, entre a resposta in vitro ao 
quinino e o polimorfismo K76T do gene pfcrt. Os 29 isolados sensíveis ao quinino, bem 
como os 14 isolados resistentes a este antimalárico eram portadores do alelo 76T do 
gene pfcrt. 
Em relação ao polimorfismo N86Y do gene pfmdr1, em 4 isolados sensíveis foi 















do alelo 86Y, os restantes 10 isolados susceptíveis ao efeito deste antimalárico 
comportavam infecções mistas. Dos 14 resistentes, 7 continham a mistura dos dois 
alelos, tendo sido identificado apenas 1 com o alelo 86N e 6 com 86Y (P = 0,42). 
Relativamente aos polimorfismos N1042D e D1246Y do gene pfmdr1, todos os isolados 
eram do tipo 1042N e 1246D. Ficando assim demonstrada a ausência de associação 
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Figura III.11 – Representação gráfica do número de alelos dos genes pfcrt e pfmdr1, agrupados de 




68 Isolados de P. falciparum provenientes de Angola foram caracterizados 
in vitro em relação à sua susceptibilidade à cloroquina, tendo-se verificado 
uma prevalência do fenómeno de resistência em 96% da população 
estudada, sendo os restantes 4% susceptíveis, correspondendo a 65 isolados 
resistentes e 3 sensíveis. 
 41 Isolados de P. falciparum foram testados para a sua resposta in vitro à 
mefloquina, resultando na classificação de 14 resistentes e 27 isolados 
susceptíveis, o que corresponde a uma frequência de 34% de isolados com 
fenótipo de resistência à mefloquina. 
43 Isolados foram fenotipados com sucesso relativamente à sua resposta in 















antimalárico de 33%, correspondente a 14 isolados resistentes e 29 
sensíveis. 
O fenómeno de multi-resistência verificou-se em 24% dos isolados (10/41). 
Dos genes relacionados com a resistência, observou-se: 
a) Alelo 76T do gene pfcrt apresenta uma elevada predominância 
(frequência de 97%) 
b) A frequência do alelo pfmdr1 86Y é de 65%, a frequência dos alelos 
pfmdr1 1042N e 1246D é de 100%. 
Não se verificou nenhuma associação significativa, entre os polimorfismos 
estudados dos genes pfcrt e pfmdr1 e a resposta dos isolados aos 






Os isolados provenientes da Tailândia e 
analisados neste trabalho foram 
colhidos em 4 áreas distintas deste país, 
com um elevado grau de endémicidade: 
Tak (zona noroeste da Tailândia), 
Kanchanaburi (Zona oeste da Tailândia, 
fronteira Tai-Myanmar), Chonburi 
(zona este da Tailândia), Chantaburi e 
Trat (Zona este, fronteira Tai- 
Cambodja) (figura III.12). Estes 
isolados foram colhidos, caracterizados 
fenotipicamente e cedidos pela Prof. 
Sosdri Thaithong e seus colaboradores 
da Universidade de Chulalongkorn. 
Estes resultados foram publicados no 
Malária Journal (Lopes et al., 2002, b). 
 
 Figura III.12 – Mapa da Tailândia com as regiões 
onde foram efectuadas as colheitas assinaladas 




















Os testes de susceptibilidade in vitro à cloroquina, realizados aos 52 isolados colhidos 
nas referidas regiões da Tailândia (tabela III.8 e figura III.13), permitiram identificar 2 
amostras sensíveis e 50 resistentes, correspondendo a 96% de prevalência de resistência 




A avaliação da resposta in vitro à mefloquina, efectuada aos 52 isolados provenientes da 
Tailândia, resultou na classificação destes isolados de P. falciparum em 20 isolados 
susceptíveis (S) e 32 resistentes (R) a esta aminoquinoleína, esta classificação 
corresponde a uma prevalência de 62%, do fenótipo de resistência à mefloquina na 




Os 52 isolados da Tailândia fenotipados (tabela III.8 e figura III.13), relativamente à sua 
susceptibilidade ao quinino, demonstraram não existir resistência a este antimalárico na 




Pela dificuldade de leitura dos micro-testes realizados (ausência de desenvolvimento 
saudável e/ou número de parasitas presentes no ensaio), não foi efectuada a 
classificação de 21 isolados, relativamente à sua resposta a este fármaco.   
Os testes de susceptibilidade à amodiaquina realizados in vitro aos 31 isolados colhidos 
nas quatro referidas regiões da Tailândia, permitiram identificar 13 amostras sensíveis e 
18 resistentes, o que corresponde a 58% de prevalência de resistência à amodiaquina 


















Entre estes isolados, foi observado o fenómeno de resistência a dois ou mais fármacos 
em simultâneo, designado por multi-resistência (tabela III.8 e figura III.13). Dos 52 
isolados estudados verificou-se que 25 eram resistentes à cloroquina e à mefloquina 
(48%). Quando analisada a amostra comum à cloroquina e amodiaquina, observou-se 
que 52% dos isolados (16/31), caracterizados fenotipicamente, eram resistentes a ambos 
os fármacos. Nos 31 isolados incluídos na amostra analisada, relativamente aos três 
antimaláricos (cloroquina, mefloquina e amodiaquina), 7 deles apresentavam a 
capacidade de crescer na presença dos 3 antimaláricos supracitados (23%). 
 
Tabela III.8 – Resultados dos testes de susceptibilidade in vitro aos diferentes antimaláricos; CQ – 
cloroquina, MQ – mefloquina, QUIN – quinino, AMQ – amodiaquina, S – sensível, R – resistente; (Nº 












































































Figura III.13 – Representação das prevalências de resistência in vitro aos antimaláricos verificadas nos 















III.1.3.3. FREQUÊNCIA ALÉLICA 
 
Cada isolado, cuja resposta aos antimaláricos foi quantificada, foi caracterizado 
relativamente aos alelos dos genes pfcrt e pfmdr1. É de salientar, no entanto, que esta 
caracterização nem sempre foi bem sucedida devido a problemas experimentais, assim, 
a dimensão da amostra fenotipada (N = 52), nem sempre corresponde à amostra 
associada a cada um dos polimorfismos. O resultado desta análise efectuada aos 
polimorfismos dos referidos codões dos genes pfcrt e pfmdr1 é apresentado na tabela 
III.9 e a sua representação gráfica encontra-se na figura III.14.   
 
Tabela III.9 – Sumário dos resultados da análise dos polimorfismos, relativos aos codões em estudo, bem 
como as frequências alélicas, nos isolados da Tailândia; * correspondente às infecções mistas. 
pfcrt pfmdr1 
76 (N = 59) 86 (N = 62) 1042 (N = 49) 1246 (N=52) 














8% 92% 8% 
 
Tendo sido identificados 7 isolados constituídos por uma mistura de populações 
parasitárias distintas, com cada um dos dois alelos, 76K ou 76T, os resultados obtidos 
são relativos à caracterização de 59 parasitas. Neste estudo de identificação de 
polimorfismos no códão 76 do gene pfcrt, os isolados demonstraram que o alelo 76T era 
mais frequente nesta área endémica, o qual se encontrava presente em 85% da totalidade 
dos isolados caracterizados, enquanto a frequência com que se encontra o alelo 
alternativo (76K) era bastante baixa, aproximadamente 15%.  
 
Em relação ao polimorfismo pfmdr1 N86Y, tendo sido identificados 10 isolados 
portadores de infecções mistas, foram caracterizadas 62 populações de parasitas. Nesta 
amostragem verificou-se que, neste país do Sudeste Asiático, o alelo pfmdr1 86N era o 
mais frequente nos isolados analisados, com uma frequência de 66% (31+10) desta 
variante do gene, enquanto o alelo mutado pfmdr1 86 Y foi encontrado em 11+10 















Em relação ao códão 1042 do gene pfmdr1, onde apenas foi possível a caracterização de 
49 dos 52 isolados, não foram identificadas infecções mistas, verificando-se que 92% 
dos isolados genotipados apresentavam o alelo 1042N, sendo a frequência com que se 
encontra a variante alternativa 1042D de apenas 8%.  
 
Nos 49 isolados foram encontrados 3 portadores de uma mistura de parasitas, tendo 
transformado a amostragem em N = 52, a análise dos resultados revelou uma frequência 
bastante superior do alelo 1246D, relativamente ao 1246Y, sendo as suas frequências na 










Figura III.14 – Representação gráfica das frequências de cada alelo encontradas nos isolados da 
Tailândia. 
 
III.1.3.4. ASSOCIAÇÃO ENTRE OS MARCADORES MOLECULARES E A RESPOSTA AOS 
FÁRMACOS 
 
Considerando os resultados obtidos (tabela III.10), a análise estatística, realizada através 
do teste de Fisher, demonstrou que nestes isolados existe uma associação entre o 
polimorfismo no códão 76 do gene pfcrt, e a resposta à cloroquina, estando o 
















Tabela III.10 – Isolados agrupados de acordo com a susceptibilidade a cada fármaco e os alelos dos 
genes pfcrt e pfmdr1; CQ – cloroquina; MQ – mefloquina; QUIN – quinino; AMQ – amodiaquina; S – 
















 K T KT N Y NY N D ND D Y DY 
S  2 2 0 0 1 1 0 2 0 0 2 0 0 




T 52 2 43 7 31 12 9 45 4 0 48 1 3 
  
S 20 1 16 3 2 11 7 15 3 0 17 1 2 




T 52 2 43 7 31 12 9 45 4 0 48 1 3 
    
S 52 2 43 7 31 12 9 45 4 0 48 1 3 





T 52 2 43 7 31 12 9 45 4 0 48 1 3 
 

S 13 0 9 4 9 2 2 13 0 0 12 0 1 










A análise dos 50 isolados resistentes à cloroquina revelou que, 43 deles apresentavam o 
alelo 76T, enquanto os restantes 7 apresentavam infecções mistas. Os 2 únicos isolados 
susceptíveis ao fármaco, eram portadores do alelo 76K (figura III.15), o que após 
tratamento estatístico, demonstrou existir uma associação entre o polimorfismo 76K/T 















Ao contrário do que sucede com o pfcrt, o gene pfmdr1 parece não apresentar 
associação a este fenótipo de resistência à cloroquina, P = 0,41, P = 0,84 e P = 0,96 em 
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Figura III.15 – Representação gráfica do número de alelos dos genes pfcrt e pfmdr1, agrupados de 




Quanto ao gene pfcrt não foi encontrada nenhuma associação, entre o seu polimorfismo 
no códão 76 e a resposta à mefloquina, o que resulta do facto de 16 isolados sensíveis e 
27 resistentes a este antimalárico serem portadores do alelo 76T (P = 0,48), ver figura 
III.16. 
 
Em relação à resposta in vitro à mefloquina, o único polimorfismo que se encontra 
associado é o polimorfismo N86Y do gene pfmdr1 (P < 0,001), quanto aos outros 
polimorfismos deste gene aqui estudados, verificou-se que, dos 45 isolados portadores 
do alelo 1042N, 15 eram sensíveis à mefloquina, sendo os restantes 30 resistentes a este 
fármaco, 3 isolados sensíveis e 1 resistente, apresentavam o alelo 1042D (P = 0,1), o 
que demonstra a ausência de associação entre a resposta in vitro e este polimorfismo 
(pfmdr1 1042). O que também se verificou relativamente ao alelo 1246D, onde 17 dos 
isolados portadores deste alelo são sensíveis, sendo 31 deles resistentes a este 















presença deste polimorfismo (P = 0,36), estes resultados estão representados no gráfico 
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Figura III.16 – Representação gráfica do número de alelos dos genes pfcrt e pfmdr1, agrupados de 






Os resultados, obtidos na avaliação da associação da resposta in vitro ao quinino com os 
polimorfismos estudados, demonstraram que não existe uma associação entre estas duas 
variáveis, como consequência do facto de todos os isolados serem sensíveis ao quinino 
e apresentarem todas as variantes alélicas possíveis, relativamente aos polimorfismos 
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Figura III.17 – Representação gráfica do número de alelos dos genes pfcrt e pfmdr1, agrupados de 




Os resultados obtidos relativamente aos isolados caracterizados em relação ao seu 
fenótipo à amodiaquina encontram-se representados no grafico da figura III.18. Os 22 
isolados portadores do alelo 76T apresentavam respostas diferentes a este antimalárico, 
sendo 9 deles sensíveis e 13 resistentes, os dois únicos isolados portadores do alelo 76K 
apresentavam a capacidade de se desenvolverem na presença do fármaco, em 
concentrações a que se consideram os parasitas resistentes in vitro a este antimalárico (P 
= 0,38).  
Quanto ao polimorfismo N86Y do gene pfmdr1, quer os isolados sensíveis, quer os 
resistentes eram portadores, indiferentemente, de cada um dos alelos, o que não 
permitiu associar este polimorfismo à resposta ao fármaco (P = 0,24). Relativamente ao 
polimorfismo N1042D, os 13 isolados portadores do alelo 1042N eram sensíveis à 
amodiaquina, enquanto 15 amostras portadoras do mesmo alelo eram resistentes a este 
fármaco (P = 1). O alelo 1246D, foi identificado em 12 dos isolados sensíveis e 15 
resistentes a este antimalárico, o único isolado que apresentava o alelo alternativo 
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figura III.18 – Representação gráfica do número de alelos dos genes pfcrt e pfmdr1, agrupados de acordo 




52 Isolados de P. Falciparum, provenientes da Tailândia, foram caracterizados 
em relação à sua susceptibilidade in vitro à cloroquina, tendo-se verificado uma 
prevalência do fenómeno de resistência de 96% da população estudada e os 
restantes 4% eram susceptíveis, correspondendo a 50 isolados resistentes e 2 
sensíveis. 
52 Isolados de P. falciparum foram testados para a sua resposta in vitro à 
mefloquina, resultando na identificação de 32 resistentes e 20 isolados 
susceptíveis observando-se assim uma frequência de 62% de isolados com 
fenótipo de resistência à mefloquina. 
52 Isolados foram fenotipados com sucesso relativamente à sua resposta in vitro 
ao quinino, tendo-se verificado a existência do fenótipo de susceptibilidade na 
totalidade da população parasitária estudada. 
31 Isolados de P. falciparum provenientes da Tailândia e caracterizados in vitro 
em relação à sua susceptibilidade à amodiaquina demonstraram uma 
prevalência de resistência a este antimalárico de 58%, tendo-se classificado 18 
isolados resistentes e 13 sensíveis. 















Dos genes relacionados com a resistência, observou-se: 
a) Alelo 76T do gene pfcrt apresenta uma elevada predominância (frequência 
de 85%) 
b) A frequência do alelo pfmdr1 86N é de 66%, sendo a frequência dos alelos 
pfmdr1 1042N e 1246D de 92%. 
Existe uma associação significativa entre o polimorfismo pfcrt K76T e a 
resposta à cloroquina (P = 0,001). 
Existe uma associação significativa entre o polimorfismo pfmdr1 N86Y e a 






Os isolados incluídos neste estudo, 
provenientes do Brasil, foram colhidos 
em dois municípios distintos do norte 
deste país, na zona da Amazónia, nos 
distritos do Pará e Mato Grosso (figura 
III.19).  
O estudo epidemiológico de resistência 
a antimaláricos no Brasil realizado no 
âmbito deste trabalho, compreende 29 
isolados provenientes do banco de 
isolados do Instituto Evandro Chagas e 
da Sucen, os quais foram colhidos de 
acordo com os referidos critérios da 
OMS, testados para a susceptibilidade 
in vitro a antimaláricos segundo a 
metodologia MARK III da OMS, e 
cedidas pela Dr.ª Salma Oliveira e Dr.ª 




Figura III.19 – Mapa do Brasil com as regiões 
onde foram efectuadas as colheitas assinaladas 

















Os testes de susceptibilidade in vitro à cloroquina realizados aos 29 isolados, colhidos 
nos referidos municípios da Amazónia (Brasil), permitiram classificá-los em 4 isolados 
sensíveis e 25 resistentes, estes resultados traduzem-se numa prevalência de resistência 




A resposta à mefloquina dos isolados provenientes do Brasil, apenas foi possível ser 
caracterizada em 24 isolados, devido à ausência de desenvolvimento saudável e/ou 
número de parasitas presentes no ensaio realizado. Desta forma, não foi possível 
efectuar a caracterização de 5 das amostras incluídas no estudo. 
Os resultados da avaliação da susceptibilidade in vitro à mefloquina, realizada aos 24 
isolados colhidos na região da Amazónia, permitiram identificar uma actividade in vitro 
eficaz deste agente antimalárico nestes isolados. Não tendo sido identificados casos de 
resistência in vitro à mefloquina nestes isolados, traduzindo-se em 100% de 




Neste estudo não foi possível caracterizar um dos isolados colhidos pelas limitações 
técnicas acima referidas. Assim, este estudo de avaliação da resposta dos isolados de P. 
falciparum ao quinino incluiu 28 amostras.  
Estes testes de susceptibilidade in vitro permitiram identificar apenas um isolado com 
um fenótipo de resistência a esta quinoleína, tendo os restantes 27 isolados sido 
classificados como sensíveis. Este estudo epidemiológico demonstrou que este 
antimalárico continua a ser eficaz contra infecções por P. falciparum nesta região, 
verificando-se uma prevalência de resistência in vitro de 4% na população parasitária 

















Dos 29 doentes incluídos neste estudo, pelas dificuldades técnicas já referidas, não foi 
viável a obtenção de resultados referentes a 20 amostras, reduzindo a amostragem para 
apenas 9 isolados.  
Os testes de susceptibilidade in vitro à amodiaquina permitiram a sua classificação em 9 
isolados sensíveis, correspondendo a 100% de susceptibilidade à amodiaquina nestas 
amostras do Brasil. Devido ao reduzido número de amostras estudado, em conjunto com 
o facto de todos apresentarem o mesmo fenótipo, qualquer conclusão obtida a partir 
destes resultados, relativamente à prevalência da resistência à amodiaquina nesta zona 




O fenómeno de resistência a dois antimaláricos em simultâneo, foi verificado apenas em 
1 isolado, o qual apresenta a capacidade de crescer quer na presença de cloroquina, quer 
na de quinino, assim nesta amostragem este fenótipo encontra-se em 4% do total da 
amostra. Baseado neste resultado, não se pode considerar que o fenómeno de multi-
resistência esteja instituído nesta área endémica (tabela III.11 e figura III.20). 
 
Tabela III.11 – Resultados dos testes de susceptibilidade in vitro aos diferentes antimaláricos, dos 
isolados do Brasil; CQ – cloroquina, MQ – mefloquina, QUIN – quinino, AMQ – amodiaquina, S – 
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Figura III.20 – Representação das percentagens de resistência in vitro aos antimaláricos verificadas nos 
isolados do Brasil. 
 
III.1.4.3. FREQUÊNCIA ALÉLICA 
 
A determinação dos polimorfismos nos genes pfcrt e pfmdr1 foi efectuada com sucesso 
nos 29 isolados provenientes do Brasil, caracterizados anteriormente em relação à sua 
resposta aos antimaláricos. O resultado desta análise dos polimorfismos, relativos a cada 
um dos codões em estudo, é apresentado na tabela III.12 e representada graficamente na 
figura III.21.   
 
Tabela III.12 – Sumário dos resultados da análise dos polimorfismos, relativos aos codões em estudo, 




76 (N = 32) 86 (N = 38) 1042 (N = 29) 1246 (N = 29) 


























Nos isolados provenientes do Brasil foram identificados 3 infecções mistas, resultando 
em 32 parasitas caracterizados. A partir da análise do polimorfismo K76T do gene pfcrt, 














Em relação ao polimorfismo pfmdr1 N86Y foram caracterizados 38 parasitas, resultante 
da existência de 9 isolados que apresentavam uma mistura de parasitas portadores dos 
dois alelos. A variante 86N é a que apresenta a maior frequência, correspondendo a 74% 
do total da amostra, relativamente ao alelo alternativo pfmdr1 86N a frequência 
observada foi de 26%.  
 
Nos 29 isolados analisados nenhum deles apresentava infecção mista ou a variante 
selvagem do códão 1042 (N) do gene pfmdr1, o alelo mutado (1042D) apresentava 
nestas amostras uma frequência de 100%.  
 
Na identificação do polimorfismo no códão 1246, apenas 1 dos 29 isolados 
caracterizados continha o aminoácido D, o que corresponde a 3% do total da amostra. 
Não foram identificadas misturas de populações parasitárias, os restantes isolados 
caracterizados neste estudo apresentavam o alelo mutado 1246Y, o que representa 97% 


























III.1.4.4. ASSOCIAÇÃO ENTRE OS MARCADORES MOLECULARES E A RESPOSTA AOS 
FÁRMACOS 
 
A análise estatística efectuada aos resultados da amostra proveniente do Brasil (tabela 
III.13), revelou a ausência de associação entre os genes em estudo e os fenótipos de 
cada isolado, relativamente a nenhum dos quatro antimaláricos testados.  
 
Tabela III.13 – Isolados agrupados de acordo com a susceptibilidade in vitro a cada fármaco e os alelos 
dos genes pfcrt e pfmdr1; CQ – cloroquina; MQ – mefloquina; QUIN – quinino; AMQ – amodiaquina; S 












 K T KT N Y NY N D ND D Y DY 
S  4 2 1 1 4 0 0 0 4 0 0 4 0 








S 24 6 16 2 16 0 7 0 23 0 0 23 0 








S 27 7 19 1 16 1 9 0 26 0 0 26 0 









S 9 6 1 2 9 0 0 0 9 0 0 9 0 






















Foram caracterizados 29 isolados, provenientes do Brasil, em relação à sua resposta in 
vitro à cloroquina, nos 4 isolados classificados como sensíveis, 2 deles eram portadores 
do alelo 76K, um apresentava o alelo 76T e o outro era portador de uma mistura dos 
dois alelos; dos 25 isolados resistentes a maioria (18) apresentava o alelo 76T, 5 eram 
pfcrt 76K, enquanto 2 deles eram portadores de infecções mistas. O tratamento 
estatístico destes resultados demonstrou que não se verifica associação entre o 
polimorfismo K76T do gene pfcrt e os fenótipos resistente/sensível à cloroquina (P = 
0,15) nestes isolados (figura III.22).  
À semelhança do que se verificou nas outras áreas endémicas em estudo, também não 
foi encontrada associação entre os alelos do gene pfmdr1 e a resposta do parasita à 
cloroquina. Em relação ao polimorfismo N86Y, os 4 isolados sensíveis eram pfmdr1 
86Y; dos parasitas classificados como resistentes 14 eram portadores do mesmo alelo, o 
alelo alternativo (86N) foi identificado em apenas 1 isolado, enquanto 9 deles possuíam 
uma mistura de parasitas. O facto de parasitas portadores do mesmo alelo apresentarem 
diferentes respostas in vitro ao fármaco indica que não existe uma associação entre estas 
duas variáveis (P = 0,78). Os 29 isolados eram tipo pfmdr1 1042D e 1246Y, 
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Figura III.22 – Representação gráfica do número de alelos dos genes pfcrt e pfmdr1, agrupados de 
















Também no tratamento dos resultados referentes à resposta in vitro à mefloquina, das 
amostras provenientes do Brasil, não foi encontrada qualquer associação entre esta e os 
referidos polimorfismos nos genes pfcrt e pfmdr1. Todos os isolados eram sensíveis a 
este antimalárico. Quanto ao polimorfismo K76T, foram identificados 6 isolados com o 
alelo 76K, 16 eram portadores do alelo 76T (P = 1) e 2 deles apresentavam infecções 
mistas com parasitas cada um deles contendo um dos dois alelos K ou T, o que 
demonstra a independência existente entre estes polimorfismos e a resposta ao fármaco, 
nestes isolados, ver figura III.23. 
Em relação aos polimorfismos do gene pfmdr1 (dados representados no gráfico da 
figura III.23), 16 dos parasitas caracterizados apresentavam o alelo 86N, os restantes 7 
eram portadores de infecções mistas; quanto ao polimorfismo 1042 todos os isolados 
eram do tipo 1042 N; enquanto relativamente ao códão 1246, 24 eram portadores do 
alelo 1246D, apenas num deles foi identificado o alelo 1246Y, tendo sido encontradas 
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Figura III.23 – Representação gráfica do número de alelos dos genes pfcrt e pfmdr1, agrupados de 




Em relação à resposta in vitro ao quinino, o único isolado resistente apresentava uma 













sensíveis ao quinino 7 deles eram 76K, e 19 dos referidos isolados eram 76T, tendo sido 
identificado apenas um que apresentava uma mistura de parasitas portadores de cada um 
dos alelos (P = 1), figura III.24. 
Dos parasitas caracterizados quanto ao pfmdr1, 16 eram portadores do alelo 86N, 1 era 
86Y (P = 0,94), enquanto 9 deles eram portadores dos 2 alelos, dos 26 isolados sensíveis 
onde os polimorfismos foram caracterizados, todos eles eram tipo pfmdr1 1042D e 
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Figura III.24 – Representação gráfica do número de alelos dos genes pfcrt e pfmdr1, agrupados de 




Nos isolados estudados não foi encontrada uma associação, entre a resposta in vitro à 
amodiaquina e os polimorfismos dos genes pfcrt e pfmdr1, todos os isolados eram 
pfmdr1 86N, 1042D e 1042Y; quanto ao gene pfcrt, 6 isolados apresentavam o alelo 
76K, enquanto um deles era portador do alelo 76T e dois apresentavam uma mistura dos 
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Figura III.25 – Representação gráfica do número de alelos dos genes pfcrt e pfmdr1, agrupados de 




29 Isolados colectados no Brasil foram caracterizados em relação à sua 
resposta in vitro à cloroquina, tendo-se classificado 25 como resistentes e 4 
como sensíveis, revelando uma prevalência de 86% de resistência a este 
antimalárico 
24 Isolados de P. falciparum foram analisados relativamente à sua resposta 
in vitro à mefloquina, verificando-se que não existem isolados resistentes a 
este fármaco.  
28 Amostras de P. falciparum foram testadas in vitro para a sua 
susceptibilidade ao quinino, tendo apenas 4% destes (1 isolado) sido 
classificado como resistente ao quinino, e os restantes 96% (27 isolados) 
como sensíveis. 
9 Isolados foram caracterizados em relação à sua susceptibilidade in vitro à 
amodiaquina, tendo-se verificado que todos eles são susceptíveis, não 
existindo portanto, casos de resistência à amodiaquina na população 
parasitária estudada. 
Resistência in vitro à cloroquina e ao quinino, em simultâneo, verifica-se 













Dos genes relacionados com a resistência, observou-se: 
a) Alelo 76T do gene pfcrt é predominante (frequência de 69%) 
b) A frequência do alelo pfmdr1 86N é de 74%, pfmdr1 1042D é de 100% e 
pfmdr1 1246Y é de 97%, apenas se encontra o alelo 1246Y em infecções 
mistas. 
Não existe associação significativa, entre os polimorfismos estudados dos 
genes pfcrt e pfmdr1 e a resposta dos isolados aos fármacos estudados. 
 
III.1.5. ESTUDO GLOBAL 
 
Nesta secção, pretende-se analisar em conjunto os resultados de todas a áreas incluídas 
neste estudo. Procedendo-se a uma análise global, quer da resistência aos antimaláricos 
estudados, quer das frequências alélicas encontradas na totalidade das amostras e as 
associações entre os polimorfismos e as respostas in vitro aos fármacos em estudo. Esta 
última análise apenas foi efectuada em relação ao polimorfismo K76T do gene pfcrt e 
N86Y do gene pfmdr1, em relação aos polimorfismos N1042D e D1246Y do gene 
pfmdr1 por se conhecer apenas um alelo de cada um destes codões na América do Sul e 
as variantes alternativas em África e Ásia, não é possível fazer-se uma avaliação global 




Os locais de colheita, bem como as percentagens de isolados incluídos na avaliação de 
resistência a cada fármaco, encontram-se representados no mapa da figura III.26. A 
dimensão da amostra, neste estudo de resistência in vitro à cloroquina, foi de 215 
isolados de P. falciparum, dos quais 30% são isolados da RD STP, 32% dos isolados 
incluídos são de origem angolana, 24% correspondem a isolados da Tailândia e os 
restantes 14% da amostra foram colectados no Brasil. 
No estudo de resistência in vitro à mefloquina, a amostra foi constituída por 117 
isolados de P. falciparum, dos quais 35% dos isolados foram colectados na República 
de Angola, 45% correspondem a isolados da Tailândia e os restantes 20% da amostra 













Foi realizada a caracterização da resposta in vitro ao quinino em 123 isolados, dos quais 
43 deles, constituindo 35% da amostra, são provenientes da República de Angola, 43% 
correspondem a isolados provenientes da Tailândia e 23% destes foram colectados no 
Brasil. 
O estudo da resistência in vitro à amodiaquina, foi realizado com apenas 61 isolados dos 
quais 85% foram colhidos na Tailândia e os restantes 15% eram provenientes do Brasil. 
 
 
Figura III.26 – Distribuição geográfica dos isolados incluídos no estudo epidemiológico. 
 




Em relação ao estudo da frequência de resistência à cloroquina verificada em cada uma 
das zonas endémicas incluídas neste estudo, observou-se que em todas elas se verifica 
uma elevada frequência de parasitas resistentes. A frequência deste fenómeno de 
resistência in vitro à cloroquina verificada em cada zona endémica é bastante 
aproximada, sendo o Brasil a área onde se regista a menor frequência deste fenómeno 
(86%), ainda que seja bastante elevada. A frequência do fenótipo de resistência a esta 
quinoleína observado na totalidade das amostras incluídas neste estudo é de 94% (tabela 
















Relativamente à resistência in vitro à mefloquina, verificou-se que no Brasil não foram 
identificados isolados resistentes a este antimalárico, enquanto na Tailândia e na 
República de Angola a frequência de resistência à mefloquina, é relativamente elevada, 
sendo de 62 e 34%, respectivamente. Assim, no total dos isolados caracterizados 





Este fenómeno de resistência in vitro ao quinino (resultados apresentados na tabela 
III.14 e figura III.27), não foi encontrado nos isolados da Tailândia, no Brasil apenas 
um dos isolados caracterizados era resistente a este antimalárico, no entanto nos 
isolados colectados na República de Angola 33% eram resistentes ao quinino, na 
totalidade dos 123 isolados incluídos neste estudo, foi observada uma frequência de 




Os 9 isolados do Brasil são susceptíveis a este antimalárico, no entanto nos isolados 
tailandeses verifica-se uma frequência de resistência à amodiaquina de 58%. A 





Nos 117 isolados caracterizados (tabela III.14 e figura III.27), relativamente à sua 
resposta in vitro à cloroquina e mefloquina, 27% são resistentes aos dois antimaláricos 
em simultâneo; em relação ao fenótipo de resistência em simultâneo à cloroquina e 
amodiaquina, 40% (16/40) dos isolados analisados apresentavam este fenótipo de multi-
resistência; da amostra coincidente entre a caracterização da resposta ao quinino e à 
cloroquina, os resultados evidenciaram a existência de 12% (15/123) de isolados, com 













mefloquina (117 isolados), 9% apresentava a capacidade de resistir a ambos os 
antimaláricos.  A resistência à cloroquina, mefloquina e amodiaquina em simultâneo, 
verificou-se em 5% dos 40 isolados incluídos na análise aos três antimaláricos; dos 121 
isolados, comuns à análise da resposta in vitro à cloroquina, mefloquina e quinino, 9% 
apresentavam o fenómeno de multi-resistência a estes 3 fármacos (tabela III.14 e figura 
III.27). 
 
Tabela III.14 – Percentagem de resistência verificada nas áreas endémicas estudadas, bem como na 
totalidade das zonas estudadas; (N resistentes/ N total); (-) não realizado. 












































































































































































Figura III.27 – Representação das percentagens de resistência aos antimaláricos verificadas em cada uma 
das áreas endémicas incluídas no estudo 
 
III.1.5.3. FREQUÊNCIA ALÉLICA 
 
Os resultados relativos às frequências alélicas encontram-se apresentados na tabela 
III.15 e no gráfico da figura III.28. Nos 214 isolados, caracterizados em relação ao 
polimorfismo K76T, verificou-se a existência de 10 amostras portadoras de uma mistura 
de parasitas, transformando a amostragem em N = 224, nestes foi encontrada uma 
frequência de 10% do alelo 76K, sendo a frequência do alelo alternativo 76T de 90%. 
 
Relativamente ao polimorfismo do códão 86 do gene pfmdr1, verificámos que dos 213 
isolados caracterizados, 58 deles eram portadores de infecções mistas, assim foram 
caracterizados no mínimo 271 populações parasitárias. Nestes parasitas foi encontrada 
uma frequência de 47% do alelo pfmdr1 86N, enquanto que 53% dos isolados 
analisados apresentavam o alelo pfmdr1 86Y.  
 
Em relação à frequência dos alelos de pfmdr1 1042 (N/D), nos 208 isolados analisados 















Foram identificadas 10 infecções mistas, nos 207 isolados caracterizados em relação ao 
polimorfismo no códão 1246 do gene pfmdr1, sendo o número de parasitas considerados 
neste estudo de 217, onde foi observada uma frequência de 82% em relação ao alelo 
1246D, sendo a frequência do alelo 1246Y de 18%.  
 
Tabela III.15 – Sumário dos resultados da análise dos polimorfismos, relativos aos códões em estudo, 
bem como as frequências alélicas, em todos os isolados incluídos neste estudo. 
pfcrt pfmdr 
76 86 1042 1246 
 
Proveniência Geográfica 
K T N Y N D D Y 
RDSTP 2 63 24 51 62 0 61 7 
RAngola 9 50 41 21 46 3 48 4 
Tailândia 10 22 28 10 0 29 1 28 
Brasil 2 66 34 62 68 0 68 0 
Total 23 201 127 144 176 32 178 39 











Figura III.28 – Representação gráfica, em percentagem, das frequências de cada alelo, encontrados na 













III.1.5.4. ASSOCIAÇÃO ENTRE OS MARCADORES MOLECULARES E A RESPOSTA AOS  
FÁRMACOS 
 
Considerando em conjunto os resultados obtidos nas quatro áreas endémicas (tabela 
III.16), a análise estatística demonstrou que nestes isolados existe uma associação entre 
o polimorfismo no códão 76, do gene pfcrt e a resposta in vitro à cloroquina, bem como 
entre o polimorfismo N86Y do gene pfmdr1 e a resposta in vitro à mefloquina. 
 
Tabela III.16 – Isolados agrupados de acordo com a susceptibilidade a cada fármaco e os alelos dos 
genes pfcrt e pfmdr1, CQ – cloroquina; MQ – mefloquina; QUIN – quinino; AMQ – amodiaquina; S – 
sensível; R – resistente; 76KT, 86NY, 1042ND e 1246DY – infecções mistas. 
pfcrt pfmdr1 














K T KT N Y NY N D ND D Y DY 
S  14 5 8 1 7 5 2 10 4 0 9 4 1 
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S 22 6 10 6 18 2 2 13 9 0 12 9 1 





















Nos resultados obtidos na análise global das 4 áreas endémicas estudadas, foi 
encontrada uma associação entre a resposta dos isolados à cloroquina e o polimorfismo 
no códão 76 do gene pfcrt (P < 0,0001). Esta associação resulta do facto de em 200 
isolados caracterizados como resistentes à cloroquina, 183 deles apresentarem o alelo 
76T, enquanto apenas 8 apresentava o alelo 76K; nos 14 isolados susceptíveis à 
cloroquina, foram identificados 5 isolados com o alelo 76K, em 8 deles foi encontrado o 
alelo 76T. Nestes isolados foram identificadas misturas dos dois alelos em 9 isolados 




Nestes resultados não se verificou uma associação entre o polimorfismo K76T do gene 
pfcrt e a resposta in vitro dos parasitas à mefloquina (P = 0,059). No entanto, nestes 
isolados verifica-se uma associação entre o polimorfismo N86Y do gene pfmdr1 e o 
fenótipo in vitro em relação à mefloquina (P = 0,003), apresentado pelas populações 




Nos isolados incluídos neste estudo epidemiológico não foi encontrada nenhuma 
associação, estatisticamente significativa, entre os respectivos fenótipos para o quinino e 




Não foi encontrada nenhuma associação estatisticamente significativa, entre a resposta 


















Na tabela III.17 encontra-se um resumo dos resultados obtidos neste sub-capítulo. 
 
Tabela III.17 – Resumo global dos resultados obtidos no estudo epidemiológico de resistência a 
antimaláricos. 
 RDSTP R Angola Tailândia Brasil Global* 
Resistência à cloroquina 92% 96% 96% 86% 94% 
Resistência à mefloquina - 34% 62% 0% 27% 
Resistência ao quinino - 33% 0% 4% 12% 
Resistência à amodiaquina - - 58% 0% 30% 
pfcrt K76T  (Alelo predominante)  76T 76T 76T 76T 76T 
pfmdr1 N86Y  (Alelo predominante) 86Y 86Y 86N 86N 86Y 
pfmdr1 N1042D (Alelo predominante) 1042N 1042N 1042N 1042D 1042N 
pfmdr1 D1246Y (Alelo predominante) 1246D 1246D 1246D 1246Y 1246D 
Associação polimorfismo/fenótipo Não Não K76T/ CQ 
N86Y/ 
MQ 






Foram fenotipados 214 isolados relativamente à cloroquina, tendo-se 
observado uma prevalência de resistência a este fármaco de 94%. 
117 Isolados foram caracterizados em relação à sua resposta in vitro à 
mefloquina resultando numa prevalência do fenótipo de resistência 39%. 
 Foram fenotipados 123 isolados em relação ao quinino sendo a prevalência 
da resistência a este fármaco de 12%. 
40 Isolados onde foi avaliada a resistência in vitro à amodiaquina 
demonstraram que a prevalência deste fenótipo neste estudo é de 30%.  
O fenómeno de multi-resistência verificou-se em 9% dos isolados. 
Dos genes relacionados com a resistência, observou-se: 
a) Alelo 76T do gene pfcrt apresenta uma elevada predominância (frequência 
de 90%). 
b) A frequência do alelo pfmdr1 86Y é de 53% e do pfmdr1 86N é de 47%, 













Existe uma associação significativa entre o polimorfismo pfcrt K76T e a 
resposta à cloroquina (P < 0,001). 
Existe uma associação significativa entre o polimorfismo pfmdr1 N86Y e a 
resposta à mefloquina (P = 0,003). 
 
III.1.6. Caracterização dos genótipos dos isolados multi-resistentes 
 
A existência de parasitas multi-resistentes para a situação epidemiológica da resistência 
a antimaláricos é de extrema relevância, pelo facto de tornar o problema de resistência 
em P. falciparum ainda mais grave, devido à limitação do número de fármacos 
disponíveis e eficazes no tratamento desta infecção. Assim, consideramos importante 
fazer uma caracterização do genótipo destes isolados de forma a estudar uma eventual 
ligação entre o genótipo apresentado pelos parasitas e a resposta de multi-resistência.  
 
Esta análise dos genótipos relativamente ao pfcrt e pfmdr1, apresentados pelos isolados 
multi resistentes, demonstrou que nenhum dos haplótipos encontrados podem ser 
considerados predictivos de multi resistência, visto que os mesmos são encontrados 
tanto em populações parasitárias multi resistentes, resistentes a apenas um fármaco, 
como também em populações sensíveis (resultados em anexo 15).  
 
III.1.7. Haplótipos do gene pfcrt 
 
Para confirmação dos resultados obtidos por PCR RFLP as amostras seleccionadas 
aleatoriamente foram clonadas e genotipadas por sequenciação (resultados 
pormenorizados no anexo 16). Neste estudo foram também incluídas algumas amostras 
que faziam parte dos resultados preliminares deste trabalho (assinaladas com *), 
exactamente por algumas delas conterem o alelo do códão 76 do gene pfcrt que não 
correspondiam ao esperado pela forte associação entre este polimorfismo e a resposta à 
















Tabela III.18 – Resultados da sequenciação efectuada a algumas amostras com diferentes proveniências 
geográficas. 
   Pfcrt 
Referência   
 


























147/92* RDSTP S C M N K A Q N I R 
615/96 Brasil S S M N T A Q D L R 
99/94* RDSTP S C M E T S E S I I 




































































































































































































































































































































































































































































 C S M    I N    E K   T A     S Q     E N     S I    T/L R     I 
S 3 1 4      0 3    1 2    2 2      2 2     1 1      2 2      2 3     1 
R 15 0 6      9 4    10 4   11 2     11 5     9 4      8 6      6 5     9 
 
O tratamento estatístico efectuado a estas amostras (teste de Fisher) revelou a existência 
de uma associação entre o polimorfismo M74I e a resposta in vitro à cloroquina (P = 
0.05). 
Pelos resultados obtidos em relação à sequenciação dos outros polimorfismos do gene 
pfcrt podemos considerar que talvez a combinação CIETSES seja importante para o 
fenótipo de resistência à cloroquina pelo elevado número de isolados portadores desta 
combinação, no entanto estes resultados demonstram que este, apesar de estar 
associado, não é o factor essencial para que o parasita apresente a capacidade de resistir 












































III.2. Estudos dos níveis de expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 
 
Esta fase do trabalho teve como objectivos estudar o perfil de expressão dos genes pfcrt 
e pfmdr1 ao longo do ciclo intra-eritrocitário de P. falciparum. Identificar eventuais 
diferenças ao nível da expressão basal daqueles genes na fase de trofozoíto maduro, 
comparando parasitas resistentes e sensíveis à cloroquina e à mefloquina. Sendo 
também objectivo verificar, posteriormente se a presença destes antimaláricos origina 
uma resposta específica na expressão dos referidos genes, nos mesmos parasitas.  
 
Será efectuada uma breve análise dos pontos que se consideram importantes para a 
compreensão dos resultados obtidos, mais concretamente a selecção dos isolados 
utilizados, a optimização das condições relativas à técnica de PCR em tempo real e a 
validação do método 2-∆∆Ct, utilizado no tratamento dos resultados: 
 
a) Selecção dos isolados de P. falciparum 
 
Tal como descrito no capítulo relativo aos materiais e métodos, para a realização dos 
estudos de expressão dos genes pfcrt e pfmdr1, foram utilizados clones de referência de 
fenótipo conhecido (3D7 e Dd2), bem como isolados de P. falciparum, seleccionados de 
acordo com o seu perfil de sensibilidade aos fármacos em estudo, obtido pelos 
microtestes já descritos (secção II.2.5.2.). De um total de dez isolados, testados para o 
seu grau de susceptibilidade à cloroquina e mefloquina, seleccionaram-se dois: STP 595 
e STP 611, para os estudos de expressão dos genes pfcrt e pfmdr1. Os dois isolados 
seleccionados eram originários da mesma região, RD STP e tinham sido colectados em 
1993 e mantidos em nitrogénio líquido no banco de isolados do CMDT. 
 
a.1) Determinação do IC50 dos isolados STP 595 e STP 611 (cloroquina e 
mefloquina) e clone Dd2 (mefloquina) 
 
Para os dois isolados seleccionados foram determinados os valores dos IC’s 50 relativos 
à cloroquina e à mefloquina e o valor do IC50 da mefloquina no clone Dd2, 



















desenvolvimento de 50 % (IC50) do total de parasitas para os 2 isolados seleccionados, 
com repetições e resultados idênticos. 
Os valores, representados nos gráficos das figuras III.29, III.30, III.31, III.32 e III.33, 
são resultantes da média de dois ensaios independentes, cujas contagens foram 
efectuadas por três leitores diferentes. 
 
 
Figura III.29 – Gráfico dos resultados dos testes de susceptibilidade à cloroquina do isolado STP 595. 
 
 
Figura III.30 – Gráfico dos resultados dos testes de susceptibilidade à cloroquina do isolado STP 611. 
 
Sendo a resistência à cloroquina definida pelo IC50 ≥ 100 nM (Basco et al., 1994; 1995; 
Gay et al., 1997), a determinação dos respectivos IC50 permitiu classificar estes 
isolados de acordo com a sua susceptibilidade à cloroquina: 
STP 595 Sensível (IC50 = 70 nM) 
STP 611 Resistente (IC50 = 271 nM)  
Equação da recta da regressão linear 
associada à curva de morte dos 
parasitas do isolado STP 595 na 
presença de cloroquina. 
y = - 0,5254x + 86,597 
IC50 (STP 595) = 70 nM 
Leitor 1
Leitor 2
Leitor 3  
Equação da recta da regressão linear 
associada à curva de morte dos 
parasitas do isolado STP 611 na 
presença de cloroquina. 
y = - 0,1479x + 90,134 
IC50 (STP 611) = 271 nM  
Leitor 1
Leitor 2




















Figura III.31 – Gráfico dos resultados dos testes de susceptibilidade à mefloquina do isolado STP 595. 
 
 

























Figura III.33 – Gráfico dos resultados dos testes de susceptibilidade à mefloquina do clone Dd2. 
 
Equação da recta da regressão linear 
associada à curva de morte dos 
parasitas do isolado STP 595 na 
presença de mefloquina. 
y = - 1,1613x + 84,22 





Equação da recta da regressão linear 
associada à curva de morte dos 
parasitas do isolado STP 611 na 
presença de mefloquina. 
y = - 0,3093x + 87,691 
IC50 (STP 611) = 121 nM 
Leitor 1
Leitor 2
Leitor 3  
Equação da recta da regressão 
linear associada à curva de morte 
dos parasitas do clone Dd2 na 
presença de mefloquina. 
y = -0,2793x + 82,829 
IC50 (Dd2) ≅ 118 nM 
Leitor 1
Leitor 2



















Sendo os valores do cut off da resistência à mefloquina discrepantes (Basco et al., 1995; 
Gay et al., 1997), e considerando que o clone 3D7 é sensível à mefloquina e apresenta 
um IC50 de 43 nM, neste estudo considerou-se como o limiar entre sensibilidade e 
resistência a esta quinoleína 50 nM, sendo este um valor arbitrário, ligeiramente 
superior ao IC50 do referido clone. Assim e através da determinação dos respectivos 
IC50, foi possível a classificação destes isolados de acordo com a sua susceptibilidade a 
este antimalárico: 
 
STP 595 Sensível (IC50 = 30 nM) 
STP 611 Resistente (IC50 = 121 nM)  
Dd2 Resistente (IC50 = 118 nM) 
 
Para além dos acima citados ensaios de susceptibilidade, realizados aos isolados STP 
595, STP 611 e Dd2 (MQ), foram também efectuados aos clones de referência (3D7 – 
CQ, MQ e Dd2 CQ). Os resultados foram repetidamente consistentes e encontram-se de 
acordo com os valores prévios reportados por outros autores (Duraisingh et al., 2000; 
Wellems et al., 1990). Na tabela III.20. apresentam-se os valores de IC50 e 
polimorfismos para cada um dos fármacos e populações parasitárias estudadas. 
  
Tabela III.20. – Caracterização fenotipica e genotipica dos parasitas utilizados nos estudos de expressão; 
R – resistentes; S – sensível; IC50 em nM; * valores publicados (Duraisingh et al., 2000; Wellems et al., 
1990) 























































































































b) Optimização das condições de PCR em tempo real 
 
A técnica de PCR em tempo real foi seleccionada como a metodologia a utilizar nos 
estudos de expressão.  
 
O estudo da especificidade da reacção de PCR efectuado, quer pelo protocolo de 
dissociação, quer pela visualização em gel de agarose, demonstrou que todas as 
reacções apresentavam uma elevada especificidade. 
 
Pela observação dos valores do desvio padrão (DP) obtidos nos ensaios de quantificação 
relativa, realizada por PCR em tempo real, verificou-se que os valores de DP não 
ultrapassam o referido valor limite. Este facto significa que as repetições apresentam 
uma elevada reprodutibilidade entre elas, sendo determinante para a viabilidade dos 
ensaios, condicionando a inclusão dos mesmos neste estudo, assim, aqueles cujo desvio 
padrão obtido era superior a 0,38 não foram considerados. 
A reprodutibilidade inter-ensaio, avaliada pela realização de uma nova reacção de PCR 
efectuada a várias amostras do estudo, seleccionadas aleatoriamente, é bastante elevada.  
 
Como se pode observar pela análise dos valores das eficiências das reacções, e partindo 
do pressuposto de que valores de eficiências iguais a 2 correspondem a reacções com 
eficiência máxima, conclui-se que todas as reacções são extremamente eficientes (tabela 
III.21, III.22 e figura III.34). 
 
 
Tabela III.21 – Média dos Cts (triplicados) e respectivos desvios padrão (DP) nas reacções de 



























1 24,6 0,10 18,2 0,03 17,7 0,17 
0,1 28,1 0,17 21,6 0,11 20,4 0,10 
0,01 31,7 0,24 24,7 0,28 26,7 0,09 
0,001 33,4 0,35 28,4 0,23 27,1 0,38 





















Figura III.34 – Representação gráfica dos valores Ct em função do log da concentração de DNA obtidos 
por PCR em tempo real, bem como a representação da regressão linear que lhes está associada. 
 
Tabela III.22. – Eficiências das reacções de amplificação dos genes alvo (pfcrt e pfmdr1) e do gene de 







pfcrt  -3,0025 2.1 
pfmdr1 -3,32 2.0 
pfβ actina I -3,01 2.1 
 
Na tabela III.23 encontram-se os valores de Ct e desvios padrão obtidos nos ensaios 
realizados para avaliação das eficiências de reacção.  
 
Tabela III.23 – Média dos Cts (triplicados) e respectivos desvios padrão (DP) nas reacções de 
amplificação dos genes pfcrt, pfmdr1 relativamente a pfβ actinaI 
pfβ actinaI pfcrt pfβ actinaI pfmdr1 Conc. 



















0,1 24,7 0,26 28,1 0,17 20,4 0,10 21,6 0,11 
0,01 28,4 0,27 31,7 0,24 26,7 0,09 24,7 0,28 
0,001 30,3 0,06 33,4 0,35 27,1 0,38 28,4 0,23 



















Os resultados obtidos relativamente ao estudo da eficiência das reacções de 
amplificação dos genes pfcrt e pfmdr1, demonstraram que é possível utilizar o gene da 
pfβ-actinaI como calibrador endógeno, para normalizar os resultados da expressão dos 
referidos genes. Os declives das rectas de correlação obtidos foram de 0,10 e 0,05 do 
pfcrt e do pfmdr1, respectivamente (Tabela III.24), estes valores encontram-se dentro do 
intervalo requerido de 0,0 a 0,1     
 
Tabela III.24. – Declives das regressões lineares associadas às reacções de amplificação dos genes alvo 









pfmdr1/ pfβ actinaI 0,05 
 
Tendo-se efectuado a optimização das reacções e validado o método de tratamento dos 
resultados, efectuou-se o estudo da expressão dos 2 genes seleccionados, em três fases 
distintas, o perfil de expressão destes genes ao longo do ciclo intra-eritrocitário (3D7 e 
Dd2). Posteriormente, procedeu-se à avaliação dos níveis de expressão basal destes 
genes, em parasitas com fenótipos distintos (3D7, Dd2, STP 595 e STP 611), na fase de 
trofozoíto maduro. Por último, procedeu-se à avaliação dos níveis de expressão na 
presença de cloroquina e mefloquina, nos referidos parasitas de forma a avaliar uma 
indução da expressão destes genes, pela presença daqueles antimaláricos.  
  
Todos os resultados obtidos por PCR em tempo real, bem como o seu tratamento 
através do método 2-∆∆Ct, encontram-se compilados em tabelas contendo: 
a) Os valores de Ct de cada gene, correspondentes ao ciclo da reacção de PCR, no qual 
é detectado um aumento significativo da fluorescência emitida pelo SYBR Green. 
b) Os valores de DP (desvio padrão) apresentado entre cada medição, relacionados com 
a reprodutibilidade intra ensaio. 



















d) O Nfold (número de vezes) que os genes alvo se expressam, relativamente ao nível 
basal avaliado num controlo, com os respectivos intervalos de confiança. 
 
Neste estudo apenas se considera um aumento de expressão significativo, quando Nfold 
≥ 2, ou seja quando o nível de expressão duplica quando comparado com o controlo 
interno de reacção. 
  
III.2.1. AVALIAÇÃO DOS NÍVEIS DE EXPRESSÃO BASAL DOS GENES pfcrt E pfmdr1 AO 
LONGO DO CICLO INTRA-ERITROCITÁRIO DE P. falciparum 
 
III.2.1.1. Caracterização do material por microscopia óptica  
 
A observação por microscopia óptica e contagem das parasitémias, dos esfregaços 
sanguíneos realizados no momento de cada colheita de material para extracção de RNA, 
permitiu determinar as percentagens de sincronização observadas ao longo de todo o 
ensaio. A sincronização manteve-se relativamente constante durante os períodos em que 
estes ensaios decorreram (95% de parasitas em sincronia em cultura in vitro).  
Na figura III.35 encontra-se esquematizado o estadio de desenvolvimento em que se 
encontravam os parasitas no momento de cada colheita, bem como o número de 
colheitas efectuadas e os intervalos de tempo decorridos entre elas.  
A observação dos esfregaços sanguíneos permitiu, assim, caracterizar o estadio de 
desenvolvimento do parasita no momento da colheita, de forma a poder posteriormente 





















Figura III.35 – Esquema representativo do estadio de desenvolvimento dos parasitas em cada colheita. 
 
III.2.1.2. Quantificação relativa dos genes ao longo do ciclo de vida do Plasmodium 
 
Foram realizados dois ensaios independentes com cada um dos clones de P. falciparum, 
Dd2 e 3D7. Os resultados apresentados correspondem à média dos dois ensaios 
independentes realizados apenas com o clone Dd2 (dado o perfil de expressão obtido 
relativo aos dois genes, no clone 3D7 ser idêntico a este).   
 
Os resultados obtidos por PCR em tempo real, relativos ao estudo da expressão ao longo 
do ciclo intra-eritrocitário do parasita, encontram-se nas tabelas III.25 e III.26 e estão 
representados graficamente na figura III.36. 
 
Tabela III.25 – Resultados obtidos por PCR em tempo real, relativamente ao gene pfcrt no clone Dd2, ao 


















0h 20,39 0,08 19,04 0,17 1,35 1,0 1,1 0,9 
8h 27,80 0,17 27,66 0,31 0,14 2,3 3,0 1,8 
16h 24,66 0,34 24,65 0,25 0,01 2,5 3,4 1,9 
24h 28,53 0,11 24,59 0,36 3,94 0,2 0,2 0,1 
32h 25,68 0,20 20,51 0,30 5,17 0,1 0,1 0,1 
40h 28,05 0,24 22,73 0,12 5,33 0,1 0,1 0,1 
48h 20,39 0,08 19,04 0,17 1,35 1,0 1,1 0,9 
56h 22,62 0,10 22,23 0,14 0,39 1,9 2,1 1,8 
64h 20,76 0,22 20,47 0,08 0,29 2,1 2,4 1,8 




















Tabela III.26 – Resultados obtidos por PCR em tempo real, relativamente ao gene pfmdr1, no clone Dd2, 
ao longo do ciclo eritrocitário. 
Tempo  pfmdr1 DP pfβactinaI DP  
pfmdr1 - 
pfβactinaI Nfold  Intervalo 
0h 19,23 0,11 19,04 0,17 0,19 1,0 1,2 0,8 
8h 27,05 0,06 27,66 0,31 -0,61 1,7 2,2 1,4 
16h 23,99 0,06 24,65 0,25 -0,66 1,8 2,1 1,5 
24h 29,12 0,14 24,59 0,36 4,53 0,0 0,1 0,0 
32h 24,99 0,06 20,51 0,30 4,48 0,1 0,1 0,0 
40h 27,07 0,03 22,73 0,12 4,35 0,1 0,1 0,1 
48h 19,23 0,11 19,04 0,17 0,19 1,0 1,2 0,8 
56h 22,18 0,35 22,23 0,14 -0,05 1,2 1,6 0,9 
64h 20,09 0,30 20,47 0,08 -0,39 1,5 1,8 1,2 














Gráfico III.36 – Perfil de expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 ao longo do ciclo intra-eritrocitário do 
clone de P. falciparum Dd2 
 
Este estudo demonstrou que os genes pfcrt e pfmdr1 apresentam ao longo de todo o 
ciclo intra-eritrocitário do parasita, um perfil de expressão semelhante, caracterizado por 
um aumento de expressão, até atingir o seu máximo, na fase de trofozoíto maduro, ou 
seja durante o período de divisão mitótica do DNA e formação dos esquizontes (parasita 
multi-nucleados que antecedem a ruptura da hemácia e a re-invasão de novas hemácias). 
Nesta fase de esquizonte o nível de expressão baixa consideravelmente, apresentando 





















Os dois genes pfcrt e pfmdr1 apresentam um perfil de expressão semelhante 
ao longo do ciclo intra-eritrocitário, observando-se um pico na fase de 
trofozoíto maduro, sendo idêntico em ambos os clones estudados, Dd2 e 
3D7. 
 
III.2.2. ESTUDO COMPARATIVO DO NÍVEL DE EXPRESSÃO BASAL DOS GENES pfcrt E 
pfmdr1 EM PARASITAS COM DIFERENTES FENÓTIPOS  
  
Nesta fase do trabalho foi estudada a expressão dos genes acima referidos, no clone Dd2 
e nos isolados STP 595 e STP 611 em relação ao clone 3D7, na fase de trofozoíto 
maduro. Todos os resultados foram normalizados com o nível de expressão do gene de 
referência endógeno, o pfβ- actina I. 
 
III.2.2.1. Caracterização do material por microscopia óptica  
 
A observação por microscopia óptica e contagem das parasitémias dos esfregaços 
sanguíneos, permitiu determinar as percentagens de sincronização observadas, bem 
como a determinação do estadio de desenvolvimento em que o parasita se encontrava, 
de forma a garantir que todas as avaliações efectuadas fossem realizadas no mesmo 
estadio.  
Na figura III.37 encontra-se esquematizado o estadio de desenvolvimento em que se 




Figura III.37 – Esquema representativo do estadio de desenvolvimento dos parasitas no início do ensaio 



















II.2.2.2. Expressão basal do gene pfcrt 
 
Os resultados obtidos por PCR em tempo real, bem como o seu tratamento através do 
método 2-∆∆Ct, encontram-se compilados na tabela III.27, onde se encontram os valores 
de Ct de cada gene, a avaliação da reprodutibilidade intra-ensaio (desvio padrão), os 
valores de ∆Ct observados entre o gene pfcrt e o de referência, bem como o número de 
vezes (com os respectivos intervalos de confiança) que os genes se expressam nos 
parasitas alvo, relativamente ao nível basal avaliado em parasitas considerados de 
referência, o clone 3D7. 
 
Tabela III.27 – Resultados obtidos por PCR em tempo real, relativamente ao gene pfcrt, em parasitas 
com diferentes susceptibilidades aos fármacos na fase de trofozoíto maduro no clone Dd2, ao longo do 
ciclo eritrocitário. * Número de vezes relativamente ao nível de expressão basal. 
Clone/ 
Isolado  pfcrt (1) DP  pfβactinaI (2) DP 1-2  Nfold* Intervalo 
         
3D7 24,98 0,35 24,13 0,23 0,85 1,0 1,4 0,7 
         
Dd2 26,60 0,28 27,45 0,30 -0,84 3,2 4,5 2,3 
         
611 23,54 0,26 25,64 0,08 -2,10 7,7 9,0 6,7 
         
595 23,09 0,02 25,83 0,04 -2,74 2,3 2,4 2,3 
 
Os resultados obtidos, quando comparados os níveis de expressão basal do pfcrt em 
cada um dos clones e isolados, relativamente ao nível de expressão basal do referido 
gene no clone sensível 3D7 (controlo), demonstram que: 
No clone Dd2 resistente à cloroquina e mefloquina, o nível de expressão do gene 
pfcrt é três vezes superior à do que no clone 3D7. 
No isolado STP 611 também resistente aos referidos fármacos o nível de 
expressão do gene pfcrt é aproximadamente oito vezes maior que o clone 3D7. 
No isolado STP 595 que sensível à cloroquina (border line) e à mefloquina é 






















III.2.2.3. Expressão basal do gene pfmdr1 
 
Na tabela III.28 encontram-se os resultados obtidos por PCR em tempo real, bem como 
o seu tratamento através do método 2-∆∆Ct, relativos aos valores de Ct de cada gene, a 
avaliação da reprodutibilidade intra ensaio (DP), os valores de ∆Ct observados entre o 
gene pfmdr1 e o pfβ actinaI (referência), e o número de vezes que o gene se expressa 
nos parasitas estudados, relativamente ao nível basal avaliado no clone 3D7 (controlo), 
com os respectivos intervalos de confiança. 
 
Tabela III.28 – Resultados obtidos por PCR em tempo real, relativamente ao gene pfmdr1, em parasitas 
com diferentes susceptibilidades aos fármacos de trofozoíto maduro. * Número de vezes relativamente ao 
nível de expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 no clone de Plasmodium falciparum, 3D7. 
Clone/ 
Isolado  pfmdr1(1) DP pfβactinaI (2) DP  1-2  Nfold* Intervalo 
         
3D7 22,87 0,22 21,67 0,23 1,20 1,0 1,3 0,8 
         
Dd2 24,09 0,06 25,47 0,20 -1,39 6,0 6,8 5,3 
         
611 25,28 0,05 25,64 0,08 -0,36 3,0 3,1 2,8 
         
595 22,75 0,38 26,52 0,15 -3,77 1,1 1,6 0,8 
 
Tendo por base os níveis de expressão basal do gene pfmdr1 existentes no clone 3D7, 
na fase de trofozoíto maduro nas diferentes populações de Plasmodium estudadas, 
observou-se que: 
No clone Dd2 resistente a ambos os fármacos a expressão do gene pfmdr1 é seis 
vezes maior do que no referido controlo (clone 3D7). 
No isolado STP 611, também resistentes àqueles antimaláricos, a expressão do 
gene pfmdr1 é três vezes superior à do clone de referência. 
No isolado STP 595 susceptível à cloroquina e mefloquina a expressão é 
semelhante à observada no clone 3D7.  
 
Na tabela III.29 encontra-se uma compilação dos resultados dos níveis de expressão 





















Tabela III.29 – Resumo dos resultados da expressão basal dos genes bem como os seus IC’s 50 para a 
cloroquina e mefloquina.  
Fenótipo – cloroquina (IC50) 3D7 <STP 595 <Dd2 <STP 611 
 
Nível de expressão basal pfcrt  
 
3D7 <STP 595 <Dd2 <STP 611 
Nível de expressão basal pfmdr1 
 
3D7 = STP 595 <STP 611 <Dd2 
Fenótipo – mefloquina (IC50) STP 595 <3D7 <Dd2 ≅ STP 611 
 








Figura III.38 – Representação do nível de expressão basal dos genes pfcrt e pfmdr1 em culturas 
sincronizadas na fase de trofozoíto maduro, em cada um dos parasitas estudados, relativamente ao clone 




Os parasitas resistentes à cloroquina e à mefloquina, Dd2 e STP 611, 
apresentam um aumento do nível de expressão basal do gene pfcrt, na 
ordem das três e oito vezes, relativamente aos parasitas sensíveis (clone 
3D7).  
O isolado STP 595, apesar de sensível aos dois fármacos, apresenta um 
IC50 relativamente à cloroquina superior à do clone sensível 3D7, também 
apresenta o dobro da expressão basal do pfcrt, quando comparado com o 
nível apresentado pelo referido clone. 
Os resultados obtidos demonstram um aumento de expressão do gene 
pfmdr1 nos parasitas resistentes aos dois fármacos, Dd2 (seis vezes) e STP 






















O aumento de expressão basal do gene pfcrt parece estar directamente 
relacionado com a diminuição da susceptibilidade à cloroquina. 
O aumento de expressão basal do gene pfmdr1 não parece estar relacionado 
com a resposta a nenhum dos fármacos testados. 
 
III.2.3. ESTUDOS DA EXPRESSÃO DOS GENES pfcrt E pfmdr1, NA PRESENÇA DOS 
FÁRMACOS CLOROQUINA E MEFLOQUINA 
 
III.2.3.1. Caracterização do material das colheitas por Microscopia Óptica 
 
As colheitas dos parasitas cultivados in vitro foram realizadas entre 8 a 16 horas, após o 
início do ensaio, tomando em atenção o estadio de desenvolvimento do parasita (figura 
III.39). 
  
                       
Figura III.39 – Representação esquemática das fases de desenvolvimento do parasita, identificadas por 
microscopia óptica, no momento das colheitas de material            
 
III.2.3.2.1. Estudos de expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 em parasitas submetidos 
a cloroquina 
 
Os resultados obtidos e o respectivo tratamento de dados, relativamente à quantificação 
relativa dos referidos genes, em parasitas cujo o crescimento foi submetido à presença 
de cloroquina, encontram-se sumarizados nas tabelas apresentadas para cada um dos 






















III.2.3.2.1.1. Estudos de expressão dos genes no clone Dd2  
 
Os resultados obtidos por PCR em tempo real em relação à expressão relativa dos genes 
pfcrt e pfmdr1 dos três ensaios independentes, e o tratamento dos mesmos, 
considerando a média dos triplicados de cada um dos ensaios independentes, 
encontram-se apresentados nas tabelas III.30 e III.31.  
 
Tabela III.30. – Tratamento dos resultados de PCR em tempo real para a expressão do gene pfcrt em 
Dd2. CQ – cloroquina. 
 
 
Clone  Ensaio 
Ct  
Pfcrt (1) DP 
Ct 
pfβactinaI 
(2) DP  
∆Ct (1-2) 
  Nfold Intervalo 
         
Controlo 26,60 0,28 27,45 0,30 -0,84    
CQ 24,46 0,12 25,59 0,08 -1,13 1,2 1,4 1,1 
         
Controlo 23,69 0,06 24,40 0,06 -0,71    
CQ 24,14 0,24 25,21 0,17 -1,06 1,3 1,5 1,1 
         




CQ 23,51 0,16 25,21 0,23 -1,70 1,5 1,9 1,2 
 
Tabela III.31. – Tratamento dos resultados de PCR em tempo real para a expressão do gene pfmdr1 em 
Dd2. CQ – cloroquina. 
 
 








  Nfold Intervalo 
         
Controlo 24,09 0,06 25,47 0,20 -1,39    
CQ 25,05 0,15 26,55 0,13 -1,50 1,1 1,3 0,9 
         
Controlo 24,14 0,04 26,50 0,20 -2,36    
CQ 23,81 0,18 26,29 0,23 -2,48 1,1 1,2 0,9 
         




CQ 22,41 0,10 25,21 0,23 -2,80 1,2 1,4 1,1 
 
A avaliação da expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 permitiu determinar o número de 
vezes que estes genes se expressam quando o clone é submetido à cloroquina, 
relativamente aos seus níveis de expressão basal. Assim o valor médio da expressão 
relativa obtida nos três ensaios independentes foi: 



















pfmdr1 - 1,1 vezes 
 
Na representação gráfica dos níveis de expressão dos genes (figura III.40), encontram-
se apresentados os resultados obtidos nos 3 ensaios independentes para cada um dos 















Figura III.40 – Expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 observada no clone Dd2 submetido a cloroquina, 
relativamente à expressão basal no mesmo clone (Nfold), na fase de trofozoíto maduro. 
 
III.2.3.2.1.2. Estudos de expressão dos genes no clone 3D7  
 
Nas tabelas III.32 e III.33 encontram-se apresentados os resultados e o respectivo 
tratamento dos mesmos com o método 2∆∆Ct , em relação à expressão dos dois genes em 
estudo no clone 3D7, obtidos nos 3 ensaios independentes.  
 
Tabela III.32 – Tratamento dos resultados de PCR em tempo real para a expressão do gene pfcrt em 
3D7. CQ – cloroquina. 
 
Clone Ensaio  
Ct 
 Pfcrt (1)  DP 
Ct pfβactinaI 
(2)  DP ∆Ct (1-2) Nfold Intervalo 
         
Controlo 22,61 0,22 21,69 0,21 0,93    
CQ 24,35 0,11 23,10 0,21 1,24 0,8 1,0 0,7 
         
Controlo 24,98 0,35 24,13 0,23 0,85    
CQ 24,35 0,11 23,10 0,21 1,24 0,8 0,9 0,6 
         
Controlo 22,77 0,24 21,69 0,21 1,09    
3D
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Tabela III.33 – Tratamento dos resultados de PCR em tempo real para a expressão do gene pfmdr1 em 
3D7. CQ – cloroquina. 
 
 






(2) DP ∆Ct (1-2)  Nfold Intervalo 
         
Controlo 28,07 0,30 25,99 0,23 2,08    
CQ 25,22 0,24 23,34 0,31 1,88 1,2 1,6 0,8 
         
Controlo 22,88 0,21 21,77 0,35 1,12    
CQ 23,07 0,14 21,90 0,09 1,17 1,0 1,0 0,9 
         
Controlo 26,52 0,12 24,13 0,23 2,38       
   
   
   
3D
7 
CQ 25,33 0,08 23,10 0,21 2,22 1,1 1,3 1,0 
 
A análise da expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 no clone 3D7, permitiu efectuar uma 
quantificação relativa do número de vezes que estes genes se expressam quando o clone 
é submetido à cloroquina, relativamente aos seus níveis de expressão na ausência de 
fármaco (basal). O valor médio obtido para a expressão relativa, nos três ensaios 
independentes foi: 
pfcrt - 0,8 vezes 
pfmdr1 -  1,1 vezes 
 
Para a representação gráfica dos níveis de expressão dos genes (III.41), foram 
considerados os resultados obtidos nos três ensaios independentes, com os intervalos de 














Figura III.41 – Expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 observada no clone 3D7 submetido a cloroquina, 



















III.2.3.2.1.3. Estudos de expressão dos genes no isolado STP 611 
 
Os resultados obtidos em relação à expressão relativa dos genes pfcrt e pfmdr1, nos 3 
ensaios independentes e o tratamento dos mesmos através do o método 2∆∆Ct, no isolado 
STP 611 encontram-se apresentados na tabela III.34. e III.35. 
 
Tabela III.34. – Tratamento dos resultados de PCR em tempo real para a expressão do gene pfcrt no 
isolado 611. CQ – cloroquina. 
 
Isolado 
Ensaio  Ct pfcrt (1)  DP 
Ct 
pfβactinaI 
(2)  DP ∆Ct (1-2) Nfold  Intervalo 
         
Controlo 23,54 0,26 25,64 0,08 -2,10    
CQ 21,20 0,29 23,38 0,13 -2,18 1,1 1,3 0,8 
         
Controlo 23,36 0,12 25,64 0,08 -2,28    
CQ 16,16 0,30 18,15 0,36 -1,99 0,8 1,2 0,6 
         





CQ 25,79 0,15 28,16 0,22 -2,36 1,1 1,2 1,0 
 
Tabela III.35 – Tratamento dos resultados de PCR em tempo real para a expressão do gene pfmdr1 no 




(1)  DP 
Ct pfβactinaI 
(2)  DP ∆Ct (1-2)  Nfold Intervalo 
         
Controlo 25,28 0,05 25,64 0,08 -0,36    
CQ 23,47 0,37 23,38 0,13 0,09 0,7 1,0 0,5 
         
Controlo 25,45 0,27 25,64 0,08 -0,19    
CQ 18,42 0,19 18,15 0,36 0,28 0,7 0,9 0,6 
         





CQ 25,58 0,25 28,16 0,22 -2,58 0,8 1,0 0,6 
 
O tratamento dos resultados permitiu quantificar os níveis de expressão dos dois genes 
em estudo, na população parasitária existente no isolado STP 611, em relação à sua 
expressão basal no mesmo isolado. Assim, o valor médio da expressão destes genes 
naquele isolado, representado em número de vezes relativamente à expressão do 
calibrador, é: 
pfcrt - 1,0 vezes 



















Para a representação gráfica dos níveis de expressão dos genes (figura III.42) foram 



















Figura III42 – Expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 observada no isolado 611 submetido a cloroquina, 
relativamente à expressão no mesmo isolado sem fármaco (Nfold), na fase de trofozoíto maduro. 
 
III.2.3.2.1.4. Estudos de expressão dos genes no isolado STP 595 
 
Os resultados obtidos nos três ensaios independentes, relativos à quantificação dos 
genes pfcrt e pfmdr1 no isolado STP 595, bem como o seu tratamento, encontram-se 
representados nas tabelas III.36 e III.37. 
 
Tabela III.36 – Tratamento dos resultados de PCR em tempo real para a expressão do gene pfcrt no 






(2)  DP ∆Ct (1-2)  Nfold Intervalo 
         
Controlo 23,02 0,02 26,03 0,20 -3,02    
CQ 22,93 0,22 26,14 0,09 -3,21 1,1 1,4 0,9 
         
Controlo 23,09 0,02 25,83 0,04 -2,74    
CQ 21,33 0,22 23,78 0,18 -2,45 0,8 1,0 0,7 





Controlo 22,43 0,11 25,06 0,08 -2,63    





















Tabela III.37 – Tratamento dos resultados de PCR em tempo real para a expressão do gene pfmdr1 no 




(1)  DP 
Ct pfβactinaI 
(2) DP ∆Ct (1-2) Nfold  Intervalo 
         
Controlo 22,75 0,38 26,52 0,15 -3,77    
CQ 21,42 0,06 23,78 0,18 -2,37 0,4 0,4 0,3 
         
Controlo 22,44 0,08 25,06 0,08 -2,63    
CQ 21,58 0,29 22,73 0,21 -1,14 0,4 0,5 0,3 
         





cq 22,41 0,10 24,94 0,28 -2,53 0,4 0,5 0,3 
 
A avaliação da expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 permitiu determinar o número de 
vezes que estes genes se expressam, quando o isolado é submetido à cloroquina 
relativamente aos seus níveis de expressão basal. O valor médio, desta expressão 
relativa, obtido nos três ensaios independentes, foi: 
pfcrt - 0,9 vezes 
pfmdr1 -  0,4 vezes 
 
Os valores considerados para a representação gráfica dos níveis de expressão dos genes 
(figura III.43) correspondem aos três ensaios independentes, bem como os intervalos de 



















Figura III.43 – Expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 observada no isolado STP 595 submetido a 




















O gráfico da figura III.44 representa a média dos resultados de expressão, em Nfold, 
obtidos nos três ensaios independentes de cada uma das populações parasitárias 



















Figura III.44 – Expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 observada nos parasitas estudados submetido a 
cloroquina, cada um deles relativamente à sua expressão basal (Nfold), na fase de trofozoíto maduro. 
 
Tal como pode ser observado no gráfico, a cloroquina não provoca uma indução da 
expressão destes genes como resposta ao seu mecanismo de acção, visto que não se 
verifica uma alteração significativa dos níveis de expressão em nenhum dos parasitas 
estudados, independentemente do seu fenótipo. 
 
III.2.3.2.2. Estudos de expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 em parasitas submetidos 
a mefloquina 
 
III.2.3.2.2.1. Estudos de expressão dos genes no clone Dd2  
 
Os resultados referentes aos 3 ensaios independentes, realizados com a submissão do 
crescimento do clone Dd2, à presença de mefloquina (concentração correspondente aos 






























Tabela III.38 – Tratamento dos resultados de PCR em tempo real para a expressão do gene pfcrt no clone 
Dd2. MQ – mefloquina. 





(2) DP ∆Ct (1-2) Nfold  Intervalo 
         
Controlo 24,44 0,35 24,76 0,25 -0,32    
MQ 25,12 0,09 27,24 0,31 -2,12 3,5 4,2 2,9 
         
Controlo 26,60 0,28 27,45 0,30 -0,85    
MQ 24,05 0,10 26,55 0,26 -2,5 3,1 3,9 2,5 
         




MQ 24,07 0,10 26,56 0,48 -2,49 3,4 4,9 2,4 
 
Tabela III.39 – Tratamento dos resultados de PCR em tempo real para a expressão do gene pfmdr1 no 






(2) DP  ∆Ct (1-2) Nfold  Intervalo 
         
Controlo 23,47 0,20 24,40 0,06 -0,94    
MQ 25,06 0,06 26,56 0,48 -1,50 1,5 2,1 1,0 
         
Controlo 24,14 0,04 26,50 0,20 -2,36    
MQ 23,41 0,06 26,52 0,06 -3,11 1,7 1,8 1,6 
         




MQ 23,22 0,25 26,55 0,26 -3,33 1,7 2,0 1,5 
 
Os resultados apresentados nas tabelas anteriores permitiram quantificar os níveis de 
expressão dos dois genes em estudo, no clone Dd2 na presença de mefloquina, em 
relação aos seus níveis de expressão basal avaliada no mesmo clone (calibrador). Assim, 
a média dos resultados obtidos, relativos ao aumento da expressão destes genes naquele 
clone, apresentada em número de vezes relativamente à expressão no calibrador, nos 
três  ensaios independentes foi: 
pfcrt -  3,3 vezes 
pfmdr1 - 1,6 vezes 
 
À semelhança da representação gráfica (figura III.45) dos resultados dos ensaios 
anteriores, também aqui os valores considerados correspondem aos resultados obtidos 



































Figura III.45 – Expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 observada no clone Dd2 submetido a mefloquina, 
relativamente à sua expressão basal (Nfold), na fase de trofozoíto maduro. 
 
III.2.3.2.2.2. Estudos de expressão dos genes no clone 3D7  
 
Os resultados obtidos relativamente à quantificação relativa dos genes pfcrt e pfmdr1, 
no clone 3D7 em resposta à mefloquina, encontram-se nas tabelas III.40 e III.41. 
 
Tabela III.40 – Tratamento dos resultados de PCR em tempo real para a expressão do gene pfcrt no clone 








(2) DP  ∆Ct (1-2)  Nfold Intervalo 
         
Controlo 24,94 0,30 24,13 0,23 0,80    
MQ 22,12 0,10 21,60 0,10 0,52 1,2 1,4 1,1 
         
Controlo 24,98 0,35 24,13 0,23 0,85    
MQ 22,82 0,29 22,12 0,11 0,70 1,1 1,3 0,9 
         
Controlo 22,66 0,30 21,69 0,21 0,97    
3D
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Tabela III.41 – Tratamento dos resultados de PCR em tempo real para a expressão do gene pfmdr1 no 






(2) DP ∆Ct (1-2)  Nfold Intervalo 
         
Controlo 26,47 0,04 24,13 0,23 2,33    
MQ 23,44 0,09 21,60 0,10 1,84 1,4 1,6 1,3 
         
Controlo 26,55 0,09 24,13 0,23 2,42    
MQ 23,83 0,02 22,12 0,11 1,71 1,6 1,8 1,5 
         
Controlo 26,52 0,12 24,13 0,23 2,38    
3D
7 
MQ 23,97 0,17 22,29 0,04 1,68 1,6 1,8 1,4 
 
O valor médio da expressão relativa, obtido nos três ensaios independentes, 
relativamente à expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 quando o clone é submetido à 
mefloquina, relativamente aos seus níveis de expressão basal, foi: 
pfcrt: 1,2 vezes 
pfmdr1: 1,5 vezes 
 
Para a representação gráfica dos níveis de expressão dos genes (figura III.46), foram 
















Figura III.46 – Expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 observada no clone 3D7 submetido a mefloquina, 





















III.2.3.2.2.3. Estudos de expressão dos genes no isolado STP 611  
 
Os resultados obtidos nos 3 ensaios independentes realizados com o isolado STP 611 
submetido à mefloquina, para os estudos de expressão dos genes pfcrt e pfmdr1, 
encontram-se representados nas tabelas III.42 e III.43. 
 
Tabela III.42 – Tratamento dos resultados de PCR em tempo real para a expressão do gene pfcrt no 




(1)  DP 
Ct pfβactinaI 
(2) dp  ∆Ct (1-2)  Nfold Intervalo 
         
Controlo 22,53 0,28 24,70 0,11 -2,17    
MQ 23,23 0,29 26,68 0,15 -3,44 2,4 3,2 1,8 
         
Controlo 22,46 0,33 24,70 0,11 -2,23    
MQ 23,16 0,14 26,50 0,07 -3,34 2,2 2,5 1,9 
         





MQ 22,65 0,26 26,11 0,09 -3,45 2,2 2,7 1,7 
 
Tabela III.43 – Tratamento dos resultados de PCR em tempo real para a expressão do gene pfmdr1 no 




(1)  DP 
Ct pfβactinaI 
(2) DP ∆Ct (1-2)  Nfold Intervalo 
         
Controlo 24,65 0,04 27,58 0,04 -2,93    
MQ 23,11 0,07 26,68 0,15 -3,57 1,6 1,7 1,4 
         
Controlo 24,67 0,07 27,54 0,02 -2,87    
MQ 23,08 0,13 26,50 0,07 -3,42 1,5 1,6 1,4 
         






MQ 22,47 0,06 26,11 0,09 -3,64 1,6 1,8 1,5 
 
No crescimento da população parasitária STP 611, submetida à presença de mefloquina, 
verificou-se que a média dos níveis de expressão dos genes pfcrt e pfmdr1, 
relativamente aos seus níveis de expressão basal (calibrador), nos três ensaios 
independentes foi: 
pfcrt - 2,3 vezes 




















Na representação gráfica (figura III.47) foram considerados os valores dos 3 ensaios 


















Figura III.47 – Expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 observada no isolado STP 611 submetido a 
mefloquina, relativamente ao seu nível de expressão basal (Nfold), na fase de trofozoíto maduro. 
 
III.2.3.2.2.4. Estudos de expressão dos genes no isolado STP 595  
 
Os resultados obtidos no estudo de quantificação da expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 
no isolado STP 595 resultante da possível indução realizada pela mefloquina 
encontram-se apresentados na tabela III.44 e III.45. 
 
Tabela III.44 – Tratamento dos resultados de PCR em tempo real para a expressão do gene pfcrt no 




 (1) DP 
Ct pfβactinaI 
(2) DP  ∆Ct (1-2)  Nfold Intervalo 
         
Controlo 23,09 0,02 25,83 0,04 -2,74    
MQ 23,23 0,15 26,52 0,25 -3,29 1,5 1,7 1,3 
         
Controlo 23,88 0,18 26,52 0,15 -2,65    
MQ 22,82 0,22 26,16 0,11 -3,34 1,6 2,0 1,3 
         




























Tabela III.45 – Tratamento dos resultados de PCR em tempo real para a expressão do gene pfmdr1 no 






(2) DP ∆Ct (1-2)  Nfold Intervalo 
         
Controlo 22,75 0,38 26,52 0,15 -3,77    
MQ 22,21 0,11 25,19 0,21 -2,98 0,6 0,6 0,5 
         
Controlo 22,44 0,08 25,06 0,08 -3,62    
MQ 21,58 0,29 22,73 0,21 -1,15 0,4 0,5 0,3 
         





MQ 22,41 0,10 24,94 0,28 -2,53 0,4 0,5 0,3 
 
A avaliação da expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 permitiu determinar o número de 
vezes que estes genes se expressam quando o isolado é submetido à mefloquina, 
relativamente aos seus níveis de expressão basal. Assim o valor médio, desta expressão 
relativa, obtido nos três ensaios independentes, foi: 
pfcrt - 1, 6 vezes 
pfmdr1 -  0,5 vezes 
 
Tal como efectuado nos restantes ensaios, para a representação gráfica dos níveis de 
expressão do pfcrt e pfmdr1 (figura III.48), foram utilizados os valores obtidos nos três 
















Figura III.48 – Expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 observada no isolado STP 595 submetido a 





















No gráfico da figura III.49 encontra-se representada uma compilação dos resultados 
obtidos quanto à expressão em cada um dos parasitas, quando submetidos a 



















Figura III.49 – Expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 observada nos parasitas estudados submetidos à 
mefloquina, cada um deles relativamente à sua expressão basal (Nfold), na fase de trofozoíto maduro. 
 
Tal como pode ser observado no gráfico III.49, a mefloquina provoca um aumento 
significativo da expressão do gene pfcrt, relativamente ao seu nível de expressão basal, 
nos parasitas resistentes, o que significa que o mecanismo de acção desta quinoleína 
induz a resposta deste gene. Quanto ao pfmdr1 não ocorre alteração da expressão 
relativamente à expressão basal destes genes nos parasitas estudados. 
 
III2.3.2.3. RESUMO 
A cloroquina não provoca indução da expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 em 
nenhum dos parasitas estudados. 
A mefloquina provoca uma indução da expressão do gene pfcrt nos 
parasitas resistentes a esta quinoleína. 
 
























Tabela III.46 – Resumo dos resultados obtidos nesta secção 
População Parasitária Dd2 STP 611 3D7 STP 595 
IC50 Cloroquina (nM) 200 271 16 70 
IC50 Mefloquina (nM) 118 121 43 30 
Classificação (CQ/ MQ) R/R R/R S/S S/S 
Aumento expressão basal do gene pfcrt Sim Sim - Sim 
Aumento expressão basal do gene pfmdr1 Sim Sim - Nâo 
Indução da expressão do gene pfcrt  – cloroquina Não Não Não Não 
Indução da expressão do gene pfmdr1  – cloroquina Não Não Não Não 
Indução da expressão do gene pfcrt  – mefloquina Sim Sim Não Não 




















































III.3. Estudos de expressão heteróloga dos genes pfcrt e pfmdr1 em 
Saccharomyces cerevisiae  
 
Nesta fase do presente trabalho pretendia-se avaliar se os genes pfcrt e pfmdr1 quando 
expressos num background genético completamente distinto do background do 
organismo original (P. falciparum), teriam a capacidade de alterar o fenótipo do novo 
organismo (S. cerevisiae). Pretendia-se ainda avaliar a localização das proteínas 
resultantes da tradução destes genes, no sistema de expressão heterólogo, com vista a 
uma eventual caracterização destes transportadores.  
A selecção de S. cerevisiae para os estudos de expressão heteróloga, prendeu-se também 
com as vantagens associadas a este organismo, como o facto de ser relativamente fácil a 
sua manipulação genética e o seu cultivo em laboratório. No caso dos estudos de 
expressão serem bem sucedidos, bem como a localização sub-celular destes 
transportadores, o trabalho com esta levedura possibilitaria efectuar um conjunto 
variado de manipulações posteriores, nomeadamente ensaios de transporte e mutagénese 
dirigida das proteínas. 
 
a) Selecção da estirpe de levedura  
 
Com o objectivo de seleccionar a estirpe de levedura mais adequada à realização deste 
trabalho, foram testadas quanto à sua susceptibilidade a vários antimaláricos duas 
estirpes de S. cerevisiae, uma selvagem e outra mutante.  
 
Os ensaios de susceptibilidade aos antimaláricos: cloroquina, quinidina, quinino e 
pirimetamina, das estirpes de Saccharomyces cerevisiae, BY4741 (selvagem) e 
BY4741∆erg6 (mutante), demonstraram que à semelhança do que foi descrito em 
outros trabalhos publicados para outros fármacos (Mukhopadhyay et al., 2002), as 
células do mutante são bastante mais susceptíveis à acção dos referidos fármacos do que 
as da estirpe selvagem (BY4741) (figura III.50). O gene erg6 está envolvido na via 
biosíntetica da ergosterol. As estirpes portadoras de uma mutação neste gene 
apresentam um bloqueio de um dos passos finais desta via biosíntetica, apresentando 
















Como a levedura não tem alvo biológico específico para os antimaláricos é 
naturalmente resistente a estes fármacos. Assim, e considerando que o objectivo final 
era a avaliação da alteração do fenótipo da levedura, provocada pela expressão de genes 
associados à resistência a antimaláricos em Plasmodium, era necessária a utilização de 
elevadas concentrações dos mesmos para obter condições de inibição. Os limites de 
solubilidade destes fármacos nem sempre permitem obter concentrações 
suficientemente inibitórias, essenciais à realização deste trabalho. Assim, era 
fundamental a utilização de uma estirpe cuja susceptibilidade aos referidos fármacos, 




















Figura III.50 – Fotografias dos spots de crescimento das duas estirpes de levedura BY4741, 
BY4741∆erg6, resultantes dos testes de susceptibilidade aos antimaláricos. 
 
Atendendo aos resultados obtidos foi seleccionada a estirpe mutante BY4741∆erg6 
como sistema de expressão heteróloga a utilizar neste trabalho. Na realização dos testes 
de susceptibilidade foram testadas várias concentrações de cada um dos fármacos, tendo 
sido determinada a concentração ideal para a avaliação do fenótipo.  
O crescimento apresentado pelas duas linhas celulares, nos controlos realizados em 
















soluções de fármaco, demonstrou que tanto o metanol, como o etanol, nessas 
concentrações, não afectam o crescimento da levedura. 
 
b) Amplificação da sequência codificante total dos genes pfcrt e pfmdr1 
 
Os clones de Plasmodium falciparum foram seleccionados para este estudo, tendo em 
consideração os seus alelos (tabela III.47), relativamente a estes dois genes, bem como 
os diferentes níveis de susceptibilidade à cloroquina apresentado por cada um deles. 
 
Tabela III.47 – Caracterização dos clones de P. falciparum seleccionados para estudos de expressão 
heteróloga. Polimorfismos dos genes pfcrt e pfmdr1, bem como os seus IC50 (nM) relativos à cloroquina. 
Clone pfcrt 76 pfmdr1 86 pfmdr1 1042 pfmdr1 1246 IC50  
Dd2 T Y N D 200 
3D7 K N N D 16 
T9/94 K        Y  N D 42 
 
A sequência codificante total dos genes pfcrt e pfmdr1 foi amplificada, partindo de 
cDNA e DNA respectivamente, através de um protocolo de Long Nested PCR usando 
como DNA molde os clones de P. falciparum: 3D7, Dd2 e T9/94.  
Os fragmentos de DNA obtidos tinham aproximadamente 1370 bp para o gene pfcrt e 
4260 bp para o gene pfmdr1. Estes tamanhos coincidem com a dimensão esperada, por 
homologia com as sequências destes genes disponíveis no GENEBANK (pfcrt 

















          
Figura III.51. – Fotografias de géis de agarose, resultantes da electroforese realizada aos produtos 
amplificados do gene pfcrt (A) e pfmdr1 (B) 
 
A construção das fusões génicas com a GFP, tinha como objectivo proceder à 
localização sub-celular das proteínas codificadas pelos genes pfcrt e pfmdr1 quando 
expressos na célula de levedura. Entendeu-se que os diferentes polimorfismos, 
associados a estes genes, não teriam influência na localização sub-celular destes. Assim, 



















c) Clonagem dos genes pfcrt e pfmdr1  
 
Começou-se por clonar os fragmentos de PCR obtidos como descrito acima num vector 
intermédio de E. coli, o pBC. A confirmação destas clonagens foi efectuada pela análise 
do mapa de restrição gerado pela digestão com as endonucleases HindIII/ XhoI e XbaI/ 
XhoI, para as construções com os genes pfcrt e pfmdr1, respectivamente. Estas digestões 
originaram, no conjunto de enzimas HindIII/ XhoI, 2 fragmentos com 903 bp e 3742 bp, 





O DNA dos clones de pfmdr1 e pfcrt, clonados no vector pBC, foi usado para recuperar 
grande quantidades de DNA do dois genes. Assim, os dois genes foram retirados do 
vector pBC por restrição com XbaI/XhoI e HindIII / XhoI, respectivamente, e reclonados 
nos vectores de levedura pGPD416 e pGPD426. 
 
A confirmação da clonagem do gene pfcrt realizada por restrição, com as endonucleases 
BamHI e XhoI, HindIII e XhoI. A digestão com BamHI e XhoI originou dois fragmentos 
distintos: 1296 e 5760 bp correspondentes ao gene pfcrt e ao vector centromérico 
















clonagem multicópia (pGPD426) os fragmentos obtidos foram de 1296 bp e 6554 bps 
(figura III.54-1).  
A partir da restrição dos clones albergando o vector centromérico (p416GPD), 
portadores do gene pfcrt, foram obtidos dois fragmentos de 6137 bp e 912 bp. Nos 
clones portadores do vector multicópia (p426GPD) a restrição com estas endonucleases 




Relativamente à clonagem do gene pfmdr1 no vector centromérico (p416GPD), os 
fragmentos resultantes da clivagem pelas endonucleases SmaI e XhoI, apresentavam os 
tamanhos esperados de 4280 bp e 5759 bp. A clivagem com as endonucleases XbaI e 



















Dos vários ensaios realizados apenas foram obtidos clones independentes, portadores do 
gene pfcrt com o polimorfismo 76K no vector centromérico, e 6 no multicópia. Com o 
polimorfismo 76T deste gene foram obtidos apenas 1 no vector centromérico e 8 no 
vector multi-cópia. Relativamente ao gene pfmdr1 apenas foi possível obter 1 clone 
portador do alelo 86Y no vector centromérico (tabela III.48).  
 
Tabela III.48 – Número de clones independentes de levedura obtidos portadores dos genes de 
Plasmodium 
pfcrt pfmdr1  
 Dd2  3D7 T9/94b3 
Vector centromérico p416GPD 1 4 1 




















III.3.1. AVALIAÇÃO DA SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMALÁRICOS DA LEVEDURA 
TRANSFORMADA COM OS GENES pfcrt E pfmdr1 DE P. falciparum 
 
Os plasmídeos obtidos anteriormente (tabela III.48) foram introduzidos por 
transformação nas células de S. cerevisiae BY4741∆erg6 para expressão dos genes 
pfmdr1 e pfcrt. A avaliação da susceptibilidade dos clones assim obtidos, foi avaliada 
em meios suplementados com os diferentes antimaláricos, utilizando como controlos 
células da estirpe BY4741∆erg6 albergando apenas os vectores vazios (sem qualquer 
inserção). 
 
As fotografias apresentadas (Figura III.56 e III.57) correspondem ao crescimento dos 
clones de levedura, nos testes de susceptibilidade efectuados com a técnica de spots de 
células, realizados em meio suplementado com os antimaláricos em estudo, 
nomeadamente amodiaquina, quinidina, pirimetamina, cloroquina e quinino. A selecção 
da pirimetamina prendeu-se com o facto destes genes em Plasmodium estarem 
associados à resistência a fármacos da classe das quinoleínas, assim no caso de existir 
alguma alteração do fenótipo nos clones testados, em pirimetamina funcionaria também 
como controlo da especificidade da actividade do produto destes genes. 
O controlo dos testes de susceptibilidade para a realização de spots consistiu 
crescimento de células em meio MMB-U sólido sem qualquer adição de fármaco, de 3 
diluições sucessivas de cada clone (resultante da transformação das células de levedura 
com cada um dos plasmídeos obtidos), bem como de levedura BY4741∆erg6 
transformada com cada um dos dois vectores de clonagem vazios. Este controlo 
permitiu avaliar o desenvolvimento de cada clone após 3 dias de crescimento a 30ºC, 
constituindo assim o padrão de comparação para os testes susceptibilidade aos 


















Figura III.56 – Crescimento apresentado pelos clones BY4741∆erg6 – pfcrt nos testes de 
susceptibilidade a antimaláricos, comparação entre vários fármacos.  
 
 
O crescimento apresentado pelos vários clones de levedura, nas placas contendo meio 
suplementado com fármaco, foi inferior ao das placas controlo (meio de crescimento 
sem fármaco) (figura III.56). Assim, é possível concluir que as concentrações usadas 
foram inibitórias. No entanto, no caso da cloroquina a concentração utilizada foi 
demasiado elevada, o que pode ter dificultado a interpretação dos resultados. 
Na presença dos vários fármacos testados, observou-se que o crescimento, apresentado 
quer pelos transformantes com o gene quer pelos transformantes com o vector vazio, foi 
idêntico. Assim, não foi observado qualquer alteração do fenótipo da levedura resultante 
da presença deste gene de Plasmodium, nas condições testadas. Verificou-se ainda, que 
o nível de susceptibilidade aos fármacos estudados é igual nos transformantes com pfcrt 
76K (alelo associado à sensibilidade à cloroquina em Plasmodium - clone 3D7) e nos 

















Das inúmeras experiências de clonagem realizadas foi obtido apenas um clone do 
plasmídeo centromérico contendo o gene pfmdr1, proveniente da estirpe de Plasmodium 
T9/94 (fenótipo sensível à cloroquina). Este plasmídeo foi introduzido nas células de 
levedura BY4741∆erg6, para expressão heteróloga do gene pfmdr1. E foram realizados 
testes de susceptibilidade em meio MMB-U sólido suplementado com os antimaláricos 
acima referidos (figura III.57). 
 
 
Os testes de susceptibilidade aos antimaláricos amodiaquina, quinidina, pirimetamina e 
cloroquina, demonstraram não existir qualquer alteração do fenótipo das células de 
levedura exprimindo o gene pfmdr1, proveniente da estirpe de Plasmodium T9/94 
(figura III.57). O crescimento obtido na presença dos fármacos foi fortemente inibido 


















Por se tratar de um sistema de expressão distinto do organismo original, e porque os 
resultados obtidos anteriormente não confirmam a expressão dos genes pfcrt e pfmdr1, 
considerou-se necessário confirmar se está a acorrer transcrição dos genes em estudo. 
Assim, foi realizado PCR em tempo real utilizando como molde o cDNA dos clones de 
levedura com o gene pfcrt. Os resultados obtidos evidenciam existência de um transcrito 
completo, uma vez que os primers utilizados nesta amplificação apresentam homologia 
com a porção terminal (3’) do gene.  
 
III.3.2. LOCALIZAÇÃO SUB-CELULAR DAS PROTEÍNAS, CODIFICADAS PELOS 
REFERIDOS GENES, NO SISTEMA HETERÓLOGO S. CEREVISIAE 
 
As sequências codificantes dos genes pfcrt e pfmdr1, do clone 3D7 de Plasmodium 
falciparum, foram clonados na levedura FY1679_28c, num vector cuja expressão pode 
ser regulada pela concentração de metionina no meio de crescimento. Este aspecto é 
muito importante pois é conhecido que a super expressão de proteínas de membrana 
pode conduzir à má localização da proteína, por folding incorrecto ou precipitação no 
citoplasma. 
Os transformantes de FY1679_28c com a fusão dos referidos genes de Plasmodium 
com o gene que codifica a proteína verde fluorescente, GFP, foram obtidos por 
recombinação in vivo (material e métodos II.2.3.2.3.) e seleccionados em meio sólido 
MM2-U, uma vez que a marca de selecção do plasmídeo em questão é URA3.  
A visualização da fusão proteica de candidatos independentes, crescidos em meio 
líquido MM2-U, realizada por observação ao microscópio de epi-fluorescência, 
permitiu constatar que nem todos os candidatos apresentavam fluorescência.  
A percentagem de células fluorescentes, relativamente ao total de células na suspensão 
celular, por comparação entre a observação com fluorescência e em contraste de fase, 
demonstra que nem todas as células parecem estar a sintetizar a proteína completa, ou 
pelo menos de forma a que a GFP esteja funcional. Este resultado pode ser devido ao 
facto de existir heterogeneidade na pós-tradução da proteína.  
Por outro lado, nos clones onde não foi possível observar qualquer célula com 
fluorescência, pode ter ocorrido a recombinação sem que a GFP ficasse em fase com o 
gene, o significa que embora haja recircularização do plasmídeo, de forma a permitir a 
















As células de S. cerevisiae albergando o vector multicópia pMET25 com a fusão 
proteica pfcrt_GFP e pfmdr1_GFP apresentam uma forma mais arredondada do que a 
forma normal de uma célula de S. cerevisiae. Tal pode dever-se aos efeitos da 
sobrecarga para a célula, resultante da superprodução de uma proteína de membrana 
“estranha”, que afectará a fisiologia e a morfologia celular. 
 
A fluorescência resultante da fusão génica com a GFP, apesar de parecer mais intensa 
na periferia da célula, pode observar-se em praticamente toda área celular. Pelo que não 
foi possível uma localização sub-celular específica desta proteína (figura III.58). É 
natural que só uma percentagem das proteínas de fusão se localize correctamente na 




Apesar da fluorescência observada, foram realizadas várias tentativas independentes 
para recuperar os vectores pMET25_ pfcrt_ GFP a partir do DNA total de levedura o 
que não foi possível. Assim, não foi possível confirmar, por restrição com as 
endonucleases Eco RV e Hind III, que os clones de levedura fluorescentes albergavam 
realmente a fusão pMET25_ pfcrt_ GFP. Tal facto pode-se dever a alguma instabilidade 


















No caso da proteína Pgh1 não foi possível determinar a sua localização na célula 
porque, se podia observar fluorescência, por toda a área celular, excepto no vacúolo 




A digestão com a endonuclease Hind III dos plasmídeos obtidos dos clones 
fluorescentes, confirmou a existência de clones portadores da fusão proteica 
pfmdr1_GFP. As células de levedura transformadas de novo, agora com estas fusões 
devidamente confirmadas, quando observadas ao microscópio apresentavam o mesmo 
aspecto que o observado anteriormente (figura III.59). A transformação de levedura 
com estas fusões, não apresentou qualquer alteração ao nível da localização da 
fluorescência emitida. 
 
Colocou-se a hipótese de que o excesso de proteína estaria a resultar numa localização 
não específica. Aproveitando o facto do promotor do vector pMET25 ser regulável, pela 
concentração de metionina no meio de cultura, tentou-se reduzir a expressão da fusão 
proteica, diminuindo esta expressão por aumento da concentração de metionina no 
meio. Assim, o crescimento dos candidatos de levedura, portadores das fusões genéticas 
do GFP com os genes pfcrt e pfmdr1, foi repetido em meio de crescimento 
















(resultados não apresentados), observou-se que nem todas as células apresentavam 
fluorescência, tal como se verificou nos primeiros ensaios. As células fluorescentes 




A expressão dos genes pfcrt dos clones 3D7 (alelo 76K) e Dd2 (alelo 76T) e 
pfmdr1 do clone T9/94 (86Y, 1042N e 1246D) de P. falciparum expressos em 
BY4741∆erg6 não provocaram alteração do fenótipo dos clones aos 
antimaláricos, nas condições e com o material genético utilizados no 
presente trabalho. 
Este trabalho não permitiu uma localização exacta de nenhuma das 
proteínas, PFCRT e Pgh1 quando expressas em S. cerevisiae, por se 


















































































Este capítulo é apresentado em três secções distintas, correspondentes às três diferentes 
linhas de trabalho realizadas: 
 
1) Estudo epidemiológico da resistência 
2) Estudos dos níveis de expressão do pfcrt e pfmdr1 
3) Estudos de expressão heteróloga dos genes pfcrt e pfmdr1 em S. cerevisiae  
 
IV.1. ESTUDO EPIDEMIOLÓGICO DA RESISTÊNCIA  
 
Estes estudos de resistência aos antimaláricos cloroquina, mefloquina, quinino e 
amodiaquina, foram efectuados com isolados provenientes de quatro áreas endémicas 
distintas, RD STP, Angola, Tailândia e Brasil. A amostragem deste estudo foi baseada 
nos critérios da Organização Mundial de Saúde (OMS), estando limitada aos doentes 
dos centros de saúde e aos critérios éticos utilizados pelos mesmos centros e legislação 
local. 
 
A utilização de fármacos antimaláricos representa, no momento actual, o método mais 
utilizado no controlo da malária, excluindo obviamente métodos associados à educação 
sanitária e condições de habitação (redes mosquiteiras, etc.). No decorrer das últimas 
décadas, o aparecimento e propagação de parasitas resistentes à maior parte dos 
antimaláricos disponíveis, tornou-se o principal obstáculo a uma eficiente contenção da 
doença. Tal não impediu o uso contínuo de medicamentos antimaláricos, isoladamente 
ou em combinações.  
Em alguns casos de resistência aos antimaláricos, especialmente em níveis baixos, o 
resultado da acção do medicamento é potenciado pela imunidade do doente, a qual 
poderá ter um papel importante sobre a eliminação dos parasitas ou a sua redução a 
níveis considerados não indutores de patologia clínica (Cravo et al., 2001).  
As várias estratégias de controlo da malária têm, portanto, sido fortemente 
comprometidas pelo aparecimento de resistência parasitária actualmente disseminada 
por praticamente todas as áreas onde a malária é endémica (Wongsrichanalai et al., 











Dos principais antimaláricos existentes para o tratamento de infecções por Plasmodium 
falciparum (tabela I.1) torna-se especialmente preocupante a resistência à cloroquina e à 
pirimetamina-sulfadoxina (Wongsrichanalai et al, 2002; Koella & Antia, 2003). A 
inicialmente elevada eficácia terapêutica destes fármacos, e baixo custo (<1 USD por 
tratamento) faz deles ainda hoje, a principal opção de escolha em muitos Países, apesar 
dos crescentes níveis de ineficácia terapêutica actualmente observados. O Gabão 
representa um exemplo claro desta situação, onde apesar dos elevados níveis de 
resistência à cloroquina, esta continua a ser o antimalárico de primeira linha no 
tratamento da malária (Ramharter et al., 2004) 
Como agravante, em muitas das áreas endémicas o P. falciparum apresenta fenótipos de 
menor susceptibilidade a dois ou mais fármacos, um fenómeno conhecido por MDR 
(multi-drug resistance), limitando em muito a escolha dos antimaláricos para os 
programas terapêuticos utilizados.  
O reduzido conhecimento sobre os mecanismos de acção ou a base bioquímica 
responsável pela resistência aos antimaláricos, da classe das quinoleínas, constitui um 
dos maiores desafios para a investigação científica. O seu esclarecimento conduzirá ao 
desenvolvimento de marcadores moleculares de vigilância epidemiológica de resistência 
(controlo do aparecimento e propagação), assim como a identificação de novos alvos 
para o desenvolvimento de antimaláricos alternativos (Cowman & Cooke, 2000; Basco 
& Ringwald, 2001; Mita et al., 2003). 
 
Actualmente, as metodologias disponíveis e utilizadas para avaliar a resistência a 
antimaláricos são baseadas na falência terapêutica em testes in vivo e na avaliação da 
actividade antimalárica, contra culturas de parasitas em testes in vitro, esta última de 
pouca aplicação prática em clínica pelo tempo de obtenção de resultados.  
 
O fenótipo de resistência, avaliado enquanto fenómeno associado à falência terapêutica, 
nos testes in vivo, reflectem o que ocorre na situação clínica e epidemiológica de cada 
área endémica em estudo. Revelam a interacção existente entre o parasita e o 
hospedeiro, sendo os resultados afectados por factores extrínsecos ao próprio parasita, 
nomeadamente, factores imunológicos e farmacogenéticos que poderão ser 











Existem, ainda, outras limitações na realização destes estudos, impostas pelo 
seguimento dos doentes ou “follow-up”, num mínimo de 7 dias, ou idealmente de 14 ou 
28 dias, pela dificuldade de internamento durante este período ou pelo facto de doentes 
incluídos no estudo não regressarem para o controlo. 
 
Os testes in vitro aqui utilizados foram considerados adequados para atingir os 
objectivos do estudo, pelo facto de os tornar comparáveis entre as diferentes áreas 
endémicas incluídas, uma vez que nestas quatro zonas os ensaios foram efectuados 
usando a mesma metodologia (MARK III, OMS). 
Este tipo de testes (in vitro) reduz enormemente os factores limitativos, apresentados 
nos estudos in vivo, dando um resultado directo do fenótipo do parasita ou população 
parasitária em estudo, medindo a resistência daquela através da avaliação do 
crescimento ou maturação dos parasitas até à fase de esquizonte (Wongsrichanalai et al., 
2002). Estes testes são mais objectivos, eliminando a interferência de vários factores 
inerentes ao hospedeiro nomeadamente, imunidade, farmacocinética e até re-infecções, 
resultando, teoricamente, numa associação mais directa com a capacidade do parasita 
resistir aos antimaláricos (Ringwald & Basco, 1999).  
Este tipo de testes contudo, não poupa o paciente de uma potencial terapêutica ineficaz, 
dado serem submetidos a tratamento antes dos resultados estarem disponíveis (Maguire 
et al., 2001). Existe também, um problema técnico a eles associado, o qual consiste na 
dificuldade de adaptação de alguns isolados ao crescimento in vitro, possivelmente por 
uma medicação prévia, que pode induzir em leituras incorrectas. 
Outros parâmetros podem afectar estes estudos sobretudo no terreno: a) problemas na 
manutenção de condições de esterilidade; b) não conhecimento correcto de ingestão 
prévia de antimaláricos, c) reprodutibilidade dos resultados, devido a erros inerentes à 
leitura dos mesmos, os quais só podem ser largamente reduzidos pelo treino intensivo 
de pessoal. 
 
Esta vigilância poderia tornar-se mais efectiva através da utilização de marcadores 
moleculares de resistência em sistemas de diagnóstico rápido de detecção 
(Wongsrichanalai et al., 2002). A capacidade predictiva de uma determinada resposta a 











terapêutica, direccionando a escolha do agente antimalárico mais apropriado (Maguire 
et al. 2001). E assim reduzir a exposição a terapêuticas ineficazes, melhorando também 
a vigilância deste problema de saúde pública (Maguire et al., 2001), mas até ao 
momento não existe uma tecnologia com essa mesma capacidade predictiva utilizável. 
A identificação de mutações, causadoras de resistência a determinado antimalárico, 
permitiria efectuar uma avaliação da frequência de “mutações resistentes” numa 
determinada região endémica. Assumindo uma correlação total entre estas e a 
resistência in vivo ao antimalárico, esperar-se-ia que a frequência de alelos mutantes 
reflectisse a frequência da população parasitária fenotipicamente resistente. Tal como se 
verifica presentemente com os genes pfDHFR e pfDHPS, marcadores moleculares de 
resistência à Pirimetamina e Sulfadoxina, resultantes do facto dos mecanismos de acção 
destes antifolatos se encontrarem bastante bem esclarecidos (Cravo e Rosário, 2002).  
Esta detecção das mutações dos parasitas, directamente associadas à resistência, obtida 
através de técnicas moleculares e a sua relação com este fenótipo, apresenta vantagens 
em relação aos tradicionais métodos utilizados na mesma identificação (i.e. testes in 
vitro e testes in vivo). Entre outras, estas vantagens incluem: i) o facto de ser necessária 
apenas uma pequena quantidade de amostra de sangue infectado do paciente, em 
oposição à necessidade de se utilizarem parasitas em cultura in vitro, que requer maior 
volume de sangue a colher; ii) independência da intervenção de factores ambientais 
(condições de cultura adequadas) e do hospedeiro (influência da imunidade sobre o 
crescimento parasitário, mesmo em caso de resistência aos antimaláricos); e iii) o 
elevado número de testes realizados em curtos espaços de tempo e a objectividade na 
leitura dos resultados.  
Embora teoricamente a tecnologia possa ser utilizada com estes objectivos há que tomar 
em atenção o elevado custo dos equipamentos e reagentes utilizados nestas técnicas, a 
formação contínua de pessoal, nas técnicas de biologia molecular, e ainda os hábitos 
culturais das populações humanas dos países endémicos. Nestes paises é usual existir 
um elevado número de pacientes para diagnóstico de malária (cerca de 100 por dia em 
centros de saúde locais), que poderão esperar 12 horas por um resultado e por um 
tratamento (comprimidos). No entanto dificilmente regressariam ao mesmo centro de 
saúde para obter um melhor tratamento, seleccionado pelo estudo dos marcadores 











A adaptação de novas tecnologias envolve não só enormes implementações e melhorias 
das condições laboratoriais, como também a educação da população no sentido de 
entender a necessidade de mais tempo para o diagnóstico e consequentemente a 
“obrigatoriedade” de regressar ao centro de saúde. 
 
Várias mutações pontuais no gene pfmdr1 foram associadas à resistência à cloroquina, 
mefloquina, quinino e artemisinina (Reed et al., 2000; Pickard et al., 2003; Lopes et al., 
2002). No entanto, a hipótese de utilização deste gene como marcador molecular de 
resistência foi rapidamente abandonada devido à diversidade dos genótipos apresentada 
pelo P. falciparum, no que respeita a este gene, não se podendo considerar universal o 
seu valor como marcador molecular de resistência. 
Um exemplo de maior interesse na abordagem desta conjuntura, foi a utilização do 
polimorfismo pfcrt K76T como marcador molecular para a monitorização da resistência 
à cloroquina. Alguns estudos realizados recentemente parecem indicar que este 
marcador é altamente indicativo quer de resistência in vitro, quer de falência terapêutica 
em doentes infectados com P. falciparum resistente à cloroquina (Wellems & Plowe, 
2001). Os resultados de um destes estudos, efectuado no Mali (Djimde et al., 2001), 
serviram inclusivamente para que a politica terapêutica da malária fosse reajustada 
naquele país, realçando assim a importância prática da utilização da informação 
molecular no controlo da malária.  
Em contrapartida, em alguns estudos realizados, a relação existente entre este 
polimorfismo e o fenótipo não é muito elevada, sendo por vezes nula (Basco & 
Ringwald, 2001; Mayor et al., 2001; Pillai et al., 2001; Jelinek et al., 2002; Kyosiimire-
Lugemwa et al., 2002; Scheinder et al., 2002; Lim et al., 2003; Wernsdorfer & Noedl, 
2003). 
A investigação da prevalência de parasitas resistentes a um determinado antimalárico, 
numa área geográfica definida, deve ainda hoje, ser uma actividade complementada 
com informação resultante da combinação de testes in vitro, avaliação da falência 
terapêutica (in vivo) e estudos de análise molecular. Podendo-se assim efectuar uma 
validação dos marcadores moleculares de resistência pela comparação entre os 












Um programa terapêutico das zonas endémicas estudadas deveria portanto conter dados 
resultantes de todas as técnicas acima mencionadas, sendo também interessante no 
futuro poder incluir dados de farmacocinética e farmacodinâmica, de forma a poder 
abarcar a maior quantidade possível de informação sobre toda a epidemiologia de forma 
a assegurar um programa terapêutico mais adequado. 
 
A análise epidemiológica, realizada no âmbito deste projecto de doutoramento, é um 
trabalho inovador que consistiu num estudo comparativo de resistência in vitro a 
antimaláricos, realizado em várias áreas endémicas, com localizações geográficas 
bastante distintas, sendo um estudo que integra dois genes e vários antimaláricos da 
classe das quinoleínas. 
No momento a metodologia utilizada é adequada, pois permite fazer investigação 
comparada em várias regiões geográficas distintas, permitindo também esclarecer 
melhor o papel dos polimorfismos genéticos em relação a fármacos distintos.  
 
Neste trabalho foi estudada a susceptibilidade in vitro de isolados de P. falciparum da 
RDSTP, R Angola, Tailândia e Brasil, aos fármacos cloroquina, mefloquina, quinino e 
amodiaquina. Foram investigadas potenciais relações entre estes fenótipos e os 
seguintes polimorfismos genéticos: pfcrt K76T, pfmdr1 N86Y, N1042D e D1246Y 
A escolha destes marcadores prende-se com o facto de serem estes os polimorfismos 
que até à data do início do presente trabalho pareciam estar mais associados, 
principalmente ao fenótipo de resistência à cloroquina, e em casos pontuais às outras 
quinoleínas.  
Assim, a selecção da metodologia utilizada neste estudo epidemiológico teve como 
objectivo principal avaliar a potencial utilização dos genes pfcrt e pfmdr1, como 
marcadores moleculares de resistência in vitro aos fármacos, nas áreas endémicas 
incluídas no estudo. 
 
IV.1.1. RD STP 
 
A resistência in vivo à cloroquina foi identificada pela primeira vez em 1986 (Ceita et 











verificando-se actualmente 67% de insucesso terapêutico (C. Ferreira, Centro Nacional 
de Endemias, RDSTP, comunicação pessoal). 
Neste estudo epidemiológico realizado na RDSTP o único fármaco incluído foi a 
cloroquina. Os resultados obtidos demonstram uma prevalência da resistência in vitro 
do P. falciparum a este antimalárico, na ordem dos 92% (Lopes et al., 2002). Apesar de 
ser uma prevalência muito elevada é consistente com os resultados obtidos num estudo 
idêntico realizado nesta área endémica em 1994, onde foi determinada uma prevalência 
de resistência à cloroquina de cerca de 90% (Loureiro et al., 1996). 
Surpreendentemente, a cloroquina continua a ser considerado o antimalárico de primeira 
linha pelo Sistema Nacional de Saúde, exercendo assim uma pressão selectiva contínua, 
que promove a manutenção dos parasitas resistentes na população parasitária. Esta 
opção, associada ao uso extenso de pirimetamina/ sulfadoxina (Fansidar®) como 
segunda linha, torna mais complexa a resolução deste problema dado que também existe 
elevado nível de resistência ao Fansidar®, acompanhada das mutações associadas a este 
fenótipo, sendo altamente frequentes as mutações no gene pfdhfr (C. Ferreira, Centro 
Nacional de Endemias, RDSTP, comunicação pessoal; Cravo et al., 2004). Mais ainda, 
conhecendo o papel estimulador deste último fármaco na produção de gametocítos na 
população parasitária (Mendez et al., 2002; Sowunmi & Fateye, 2003; Arango et al., 
2004; Checchi et al., 2004), não só estamos perante um problema de manutenção da 
população resistente, como o uso do segundo fármaco permite também a sua maior 
transmissão.  
 
O alelo do gene pfcrt 76T apresenta uma frequência muito elevada (97%) o que sugere 
que o elevado nível de resistência à cloroquina esteja a contribuir para a fixação deste 
polimorfismo na população parasitária (fixado=100%). Apesar desta elevada frequência 
do 76T e da elevada prevalência da resistência à cloroquina nesta zona endémica (92%), 
não foi encontrada nenhuma associação entre elas, tal como se tem vindo a verificar 
noutros estudos, como no Senegal (Daily et al., 2003) e no Camboja (Lim et al., 2003).. 
Este resultado parece sugerir que este fenótipo na RDSTP, seja o resultado do 
envolvimento de outros factores, possivelmente até outras mutações no gene pfcrt. 
Os nossos resultados mostram uma frequência de 63% do alelo pfmdr1 86Y na 











e 89% destes tinham o genótipo pfmdr1 1246D, não foi encontrado nenhum isolado 
portador do alelo alternativo pfmdr1 1246Y isoladamente. Na população parasitária 
estudada não foi encontrado o genótipo tipo pfmdr1 7G8, confirmando a raridade deste 
alelo em África (Póvoa et al., 1998; Grobusch et al., 1998). Estes resultados, relativos à 
elevada frequência do alelo tipo K1 estão de acordo com resultados obtidos no Gabão 
(Grobusch et al., 1998). Sendo este país a região continental mais próxima da RD STP, 
com um elevado fluxo da população entre os dois países, este facto sugere que a 
população parasitária encontrada neste último, tenha sido originalmente introduzida a 
partir do Gabão.  
Neste estudo não foi encontrada uma associação estatisticamente significativa entre a 
resposta dos isolados à cloroquina e os alelos do gene pfmdr1 estudados, o que mostra 
que nenhum destes polimorfismos pode ser utilizado como marcador molecular de 
resistência in vitro a este a este fármaco nesta área endémica. Tal como os resultados do 
cruzamento genético HB3 X Dd2 (Wellems et al., 1990), os resultados deste estudo 
efectuado na RDSTP, também não demonstram o envolvimento deste gene na resposta à 
cloroquina. Sugerindo que este fenótipo, nestes isolados, seja o resultado do 
envolvimento de outros factores, nomeadamente outras mutações e/ou outro(s) gene(s).  
Este estudo aqui apresentado foi o primeiro realizado na RD STP, onde é efectuada uma 
análise da correlação entre a susceptibilidade in vitro à cloroquina do P. falciparum e a 
frequência dos polimorfismos dos genes pfcrt e pfmdr1. Actualmente, e considerando 
que o programa de controlo da malária está a ser revisto, estes resultados podem 
constituir uma significativa contribuição na avaliação das opções terapêuticas 
existentes. De facto, os resultados deste estudo, efectuado em parceria com o Centro 
Nacional de Endemias de STP, foram publicados (Lopes et al., 2002) e poderão servir 
dessa forma como documento base de reavaliação das opções terapêuticas naquelas 
ilhas. 
O Ministério da Saúde da RDSTP em parceria com instituições estrangeiras criaram um 
plano estratégico de luta contra a malária, o qual inclui a alteração do protocolo 
terapêutico vigente. Pretendendo alterar a monoterapia existente por um protocolo 
baseado numa combinação terapêutica, de artesunato e amodiaquina como terapêutica 











entanto, é fundamental que sejam realizados testes para avaliação do sucesso que pode 




IV.1.2. R Angola 
 
 
Relativamente ao realizado na RDSTP, na R Angola o nosso estudo foi mais completo, 
incluindo os referidos polimorfismos dos genes pfcrt e pfmdr1 e o estudo da 
susceptibilidade in vitro a três fármacos antimaláricos: a cloroquina, a mefloquina e o 
quinino. Estes três antimaláricos fazem parte do plano terapêutico do Hospital 
Pediátrico de Luanda, administrados de acordo com as parasitémias apresentadas pelos 
pacientes. 
 
Não existem dados recentes nesta área de resistência a antimaláricos em Angola, no 
entanto já em 1984, o fenómeno de resistência do P. falciparum em Luanda apresentava 
prevalências elevadas, que correspondiam a 61% de prevalência de resistência in vivo à 
cloroquina e 40% ao fansidar® (pirimetamina + sulfadoxina) (Suleimanov, 1994).  
 
No presente estudo foi determinada uma prevalência de resistência in vitro à cloroquina 
de 96%. Tendo em consideração que dos indivíduos, incluídos neste estudo, 82% 
tinham idades compreendidas na faixa etária dos 0 aos 5 anos, onde o sistema 
imunitário ainda não afecta grandemente a resposta in vivo a fármacos, assim, estes 
resultados obtidos, no nosso estudo in vitro, poderão corresponder a uma falência 
terapêutica (in vivo) também elevada. 
Nos isolados caracterizados na nossa investigação verificou-se perda de susceptibilidade 
à mefloquina em 34% dos casos. Demonstrando que à semelhança do que se verificou 
na Tailândia, também em África, o plasmódio tem a capacidade de resistir à acção desta 
quinoleína. 
Neste estudo de resistência in vitro, a prevalência de resistência ao quinino verificou-se 
em 33% dos isolados estudados, sugerindo que a eficácia terapêutica deste fármaco 
poderá também encontrar-se em declínio. Este resultado é surpreendente e alarmante, 











se encontrarem casos de diminuição de susceptibilidade a este fármaco não se encontra 
uma prevalência tão elevada deste fenótipo de resistência.  
No Hospital Pediátrico de Luanda, apesar destes níveis de resistência in vitro, estes três 
antimaláricos continuam a ser utilizados. A cloroquina, por exemplo, é administrada em 
casos com parasitémias baixas, embora em doses superiores àquelas que são 
habitualmente utilizadas.  
Um dado preocupante que resulta deste estudo é o facto de alguns isolados de P. 
falciparum apresentarem a capacidade de resistir aos três fármacos estudados em 
simultâneo, dado ter sido verificada uma prevalência do fenótipo de multi-resistência, 
na população parasitária estudada, de 24%. Este resultado demonstra que este fenómeno 
é comum nesta população, o que reduz drasticamente as alternativas terapêuticas 
disponíveis, um pouco à semelhança do que acontece no Sudeste Asiático. 
 
A frequência do alelo 76T do gene pfcrt é extremamente elevada (97%) o que pode 
resultar da selecção efectuada pela utilização continua da cloroquina nesta área. Tal 
como se verificou na RDSTP, apesar desta frequência tão elevada, também não se 
encontrou uma associação entre este alelo e a resposta aos fármacos. Estes resultados 
sugerem assim o envolvimento de outros factores na promoção do fenótipo de 
resistência apresentado por estes isolados da República de Angola. 
O alelo 86Y do gene pfmdr1 é o mais frequente, correspondendo a 65% do total da 
amostra. Os alelos 1042N e 1246D (tipo K1) na população parasitária estudada 
apresentam uma predominância absoluta, demonstrando claramente a fixação destes 
alelos nesta população (frequência de 100%). Apesar de existirem estudos que 
demonstram uma forte associação entre estes polimorfismos e a susceptibilidade in vitro 
à mefloquina (Reed et al., 2000; Duraisingh et al., 2000 a, b) e também in vivo (Pickard 
et al., 2003; Pillai et al., 2003). Não foi encontrada nenhuma associação 
estatisticamente significativa, entre os alelos deste gene e a resposta in vitro a nenhum 
dos fármacos. 
Reed e colaboradores (2000) demonstraram que a mutação Y1246D era suficiente, pelo 
menos num background genético tipo 7G8, para aumentar drasticamente os níveis de 
resistência à mefloquina. A ausência de associação entre este polimorfismo e a resposta 











mutação, em isolados tipo K1, não é suficiente para conferir resistência in vitro a este 
fármaco. Estes resultados são apoiados por um estudo in vivo efectuado no Peru, onde 
mais de 50% dos isolados eram portadores da referida mutação, embora não se tenha 
verificado falência terapêutica. 
Apesar da ausência de associação estatisticamente significativa, entre a resposta aos 
fármacos e os polimorfismos estudados, e dada a elevada predominância dos alelos pfcrt 
76T e pfmdr1 1042N e 1246D, verificada nestes isolados, e a predominância do fenótipo 
de resistência à cloroquina por eles apresentada, estes resultados sugerem que estes 
polimorfismos possam ser uma condição necessária a este fenótipo, embora não 
exclusiva. 
 
Actualmente, em Angola foi efectuada uma análise da situação da malária no País sendo 
este problema de saúde pública considerado uma prioridade para o governo, como tal 
foi desenvolvido um plano estratégico, para um período de 5 anos, de luta contra a 






O estudo epidemiológico da resistência a antimaláricos aqui realizado incluiu quatro 
fármacos da classe das quinoleínas, a cloroquina, a amodiaquina, a mefloquina e o 
quinino, tendo estes resultados sido publicados no Malária Journal (Lopes et al., 2002). 
Os resultados obtidos, pela análise dos isolados caracterizados neste estudo, traduzem-
se numa elevada prevalência de resistência à cloroquina (96%), o que coincide com a 
prevalência reportada em estudos prévios (White, 1998).  
 
Nesta área endémica a mefloquina e a amodiaquina também perderam a sua eficácia, 
revelada neste estudo pela prevalência de resistência in vitro a estes fármacos de 62% e 
58% respectivamente. A elevada prevalência de resistência à mefloquina é comum nesta 
área endémica, e o nível de resistência à amodiaquina também era esperada, 
considerando que existem zonas onde se verificam elevados níveis de resistência à 











Por outro lado o quinino, o antimalárico cujos efeitos secundários limitam a sua 
utilização a casos de infecções de malária grave, continua a ser bastante eficaz. Nos 
parasitas estudados verificou-se 100% de susceptibilidade a este fármaco. Estes 
resultados demonstram que o quinino, apesar dos seus efeitos colaterais, ainda pode ser 
utilizado como recurso na terapia da malária nesta região.  
Nesta área endémica encontra-se instalado o fenótipo de multi-resistência, 
correspondendo neste estudo a 48% de isolados resistentes à cloroquina e à mefloquina 
e 52% da população parasitária estudada são resistentes à cloroquina e amodiaquina, 
sendo 23% da população resistente aos três fármacos referidos. Este facto, por um lado 
aumenta a preocupação na escolha da terapêutica mais adequada, por outro valoriza a 
utilização do quinino no tratamento de infecções por Plasmodium falciparum multi-
resistente, neste País.  
 
Este fenómeno de multi-resistência, particularmente comum nesta região do Sudeste 
Asiático, constitui actualmente o maior problema para o Programa Nacional de 
Controlo da Malária na Tailândia. A elevada prevalência deste fenótipo torna as opções 
terapêuticas bastante limitadas, devido à visível perda de eficácia da maioria dos 
antimaláricos disponíveis. No entanto sabe-se que, além do quinino, os derivados da 
artemisinina continuam eficazes contra infecções de malária grave e/ou multi-resistente, 
podendo portanto ser utilizados principalmente em combinações, de forma a compensar 
a elevada taxa de recrudescência desta classe de antimaláricos, quando utilizada como 
monoterapia. 
 
O alelo 76T do gene pfcrt demonstra uma elevada predominância (85%) sobre a 
variante alternativa. O facto desta frequência na Tailândia, onde o uso da cloroquina foi 
abandonado há muito tempo, ser ligeiramente mais baixo do que o valor observado em 
África, onde a cloroquina ainda é bastante utilizada, parece indiciar uma progressiva, 
embora lenta, “recolonização” da população parasitária pelo alelo 76K. À semelhança 
do que se verificou no Malawi, onde a cloroquina deixou de fazer parte do esquema 
terapêutico em 1993, tendo-se verificado, dez anos depois, uma redução acentuada da 
prevalência do alelo mutado 76T (Mita et al., 2003; 2004; Kublin et al., 2003).  
Neste estudo foi identificada uma correlação entre a resposta dos isolados à cloroquina e 











alelo nos parasitas estudados sujeitos à selecção pelo fármaco. Este resultado está de 
acordo com outros estudos realizados, não só em parasitas provenientes da Tailândia 
(Labbé et al., 2001), como também de outras áreas endémicas (Wellems & Plowe, 
2001). Os resultados aqui obtidos mostram a utilidade deste polimorfismo como 
marcador molecular de resistência à cloroquina, na Tailândia.  
Este polimorfismo não está associado ao fenótipo apresentado pelos isolados 
relativamente a nenhum dos outros antimaláricos estudados. No caso da amodiaquina 
pode considerar-se surpreendente, tendo em conta que a estrutura química é idêntica à 
da cloroquina. Deste modo poder-se-ia esperar a existência de resistência cruzada entre 
os dois fármacos, a qual não se verifica, indicando assim que os mecanismos de acção 
e/ou resistência são diferentes entre eles. 
O alelo 86N do gene pfmdr1 é o mais frequente (66%) na população parasitária 
estudada. Os alelos 1042N e 1246D foram encontrados nesta população com uma 
frequência de 92%, demonstrando a sua superioridade relativamente aos alelos 
alternativos.  
A correlação entre o gene pfmdr1 e a resistência aos antimaláricos da classe das 
quinoleínas tem gerado resultados controversos. Os resultados do nosso estudo não 
implicam o polimorfismo pfmdr1 N86Y na resistência à cloroquina na Tailândia, uma 
vez que a presença de qualquer dos alelos (N/Y) é completamente independente da 
resposta fenotipica, indicando que esta aminoquinoleína não parece exercer pressão 
selectiva nesta área do gene. Os alelos pfmdr1 1042D e 1246N previamente associados 
ao aumento de susceptibilidade à cloroquina através de transfecção, são muito pouco 
frequentes nestes isolados, podendo sugerir que este mecanismo de resistência à 
cloroquina seja dependente da presença das variantes alternativas (1042N e 1246D) 
(Reed et al., 2000). 
Neste estudo a ocorrência da variante 86N encontra-se fortemente associada à 
resistência à mefloquina (P <0,0001), o que sugere que a presença de pfmdr1 86N seja 
importante no desenvolvimento de resistência a este fármaco (Duraisingh et al., 2000 a, 
b), podendo potencialmente constituir um marcador molecular de resistência à 
mefloquina nesta região. No entanto, a sua validação requer testes num maior número 











Não foi identificada nenhuma associação entre estes polimorfismos e a resposta dos 
parasitas à amodiaquina e ao quinino, o que parece significar que os mecanismos de 
resistência associados a estes fármacos são distintos dos mecanismos observados na 
cloroquina e na mefloquina onde se verifica um envolvimento dos genes pfcrt e pfmdr1. 
 
Como é possível constatar pelos resultados obtidos neste estudo epidemiológico na 
Tailândia, a resistência a antimaláricos constitui o maior entrave à luta no combate à 
malária. A utilização de fármacos nesta área endémica deverá passar preferencialmente 
pelo desenvolvimento de combinações ou novos antimaláricos, com alvos terapêuticos 
bastante distintos e mecanismos de resistência independentes. Só assim se tornará 
possível ultrapassar este problema de resistência, agravado pelo factor multi-resistência.  
O esquema terapêutico actualmente utilizado na Tailândia é baseado em combinações: 
primaquina + mefloquina ou primaquina + mefloquina + artesunato. No caso de falência 
terapêutica é recomendado o uso de quinino + tetraciclina durante 7 dias (dados da 
OMS, relativos a 2001, http://w3.whosea.org/malaria/database6.htm). Tendo sido, 
recentemente, demonstrado que a combinação de artesunato com mefloquina é bastante 
eficaz nesta área endémica, apesar da elevada prevalência de resistência a esta 




O estudo epidemiológico da resistência a antimaláricos realizado nesta área endémica 
incluiu quatro fármacos da classe das quinoleínas, a cloroquina, a amodiaquina, a 
mefloquina e o quinino. Existem estudos que consideram que o Plasmodium falciparum 
neste país Sul-americano tem desenvolvido resistência aos antimaláricos a uma 
velocidade alarmante (Junior et al, 1999; Vieira et al., 2001). No entanto, a mefloquina 
e a amodiaquina continuam a apresentar uma actividade antimalárica eficaz, tendo-se 
observado 100% de susceptibilidade a estes fármacos nos parasitas estudados, o que já 
não se verifica nas restantes áreas estudadas. A análise da resposta à cloroquina revelou 
uma prevalência de resistência in vitro de 86%.  
Embora os casos de resistência ao quinino tenham sido registados, pela primeira vez 
nesta região, no início do século XX, apenas um dos isolados estudados perdeu a sua 











antimalárico não se realiza à velocidade observada relativamente aos demais 
antimaláricos frequentemente utilizados. Estudos relativamente recentes realizados na 
amazónia demonstraram que este antimalárico em combinação com antibióticos 
apresenta uma eficácia próxima dos 100% (Funasa, 2001).  
Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que o fenómeno de multi-resistência 
ainda não se encontra instalado na população parasitária estudada. 
O alelo 76T do gene pfcrt é o alelo mais frequente na população estudada, com uma 
frequência de 69%. Embora seja predominante em relação à variante tipo selvagem 
(76K), não é encontrado com uma frequência tão elevada como na RDSTP e R Angola, 
o que sugere que, tal com na Tailândia e no Malawi (Mita et al., 2003; 2004; Kublin et 
al., 2003), a ausência da pressão da cloroquina, a qual foi eliminada do esquema 
terapêutico, esteja a permitir a “recolonização” por parasitas portadores do alelo 76K. 
Relativamente ao gene pfmdr1 o alelo 86Y é o mais frequente (74%) na população 
parasitária estudada. Não foi encontrado o alelo 1042N e o alelo 1246D apenas foi 
identificado num dos isolados estudados, correspondendo a uma predominância 
absoluta do alelo 1042D com uma frequência de 100%, indicando que este alelo se 
encontra completamente fixado nesta população. O alelo 1246Y encontra-se nestes 
isolados provenientes do Brasil com uma frequência de 97%. Estes resultados 
confirmam os resultados obtidos noutros estudos (Povoa et al., 1998; Grobusch et al., 
1998) onde os alelos tipo 7G8 são predominantes na América do Sul. 
A ocorrência dos polimorfismos estudados dos genes pfcrt e pfmdr1 não apresenta uma 
associação significativa, com a resistência in vitro aos referidos fármacos. Assim os 
polimorfismos estudados não podem ser considerados como bons marcadores 
moleculares de resistência nesta área endémica. Indicando o provável envolvimento de 
outras mutações ou outro(s) gene(s), neste fenómeno de resistência a antimaláricos, 
nesta área endémica. 
Os resultados da prevalência de resistência in vitro aos antimaláricos fundamentam o 
facto de a cloroquina, apesar de ser considerado o antimalárico menos dispendioso e 
com menos efeitos secundários, ter sido eliminada do esquema terapêutico utilizado 
nesta área endémica, devido ao problema que constitui o fenómeno de resistência do 











O esquema terapêutico, actualmente, recomendado pelo Ministério da Saúde para 
tratamento de infecções por P. falciparum, compreende o tratamento durante 3 dias com 
quinino e doxiciclina seguidos de 2 dias com doxiciclina e o 6º dia com Primaquina, 
apresentando, no entanto, esquemas alternativos com mefloquina e Primaquina em dose 
única de cada um destes fármacos.  
 
IV.1.5. Analise global 
 
 
Os níveis de resistência obtidos neste estudo para cada um dos antimaláricos, na RD 
STP, R Angola, Brasil e Tailândia parecem coincidentes com os resultados obtidos em 
estudos realizados previamente.  
 
Este estudo epidemiológico de resistência in vitro demonstrou que de uma forma geral, 
os quatro fármacos estudados, apresentam uma acentuada diminuição da sua eficácia in 
vitro como agentes antimaláricos, mais marcada nos casos da cloroquina e mefloquina. 
Confirmando a existência de um grave problema de resistência aos antimaláricos, em P. 
falciparum. 
A cloroquina, que durante várias décadas foi considerada o antimalárico de excelência, 
pela sua eficácia no tratamento de infecções por P. falciparum, pelo seu baixo custo e 
pelos raros efeitos secundários (Eddleston, 2000), apresentou na totalidade dos isolados 
incluídos neste estudo um nível de resistência in vitro muito elevado (prevalência de 
94%). Estes resultados são consistentes com outros trabalhos publicados, que 
identificam o fenómeno de resistência inerente a este antimalárico, amplamente 
disseminado e com níveis elevados por quase todas as zonas onde a malária é endémica 
(Hastings & D’Alessandro, 2000).  
Este estudo, evidência a dimensão deste problema considerando que a cloroquina 
continua a ser o antimalárico de primeira linha, em algumas áreas endémicas, 
principalmente em África. Devido às dificuldades económicas que advêm da sua 
substituição, esta elevada prevalência na resistência ao fármaco constitui um enorme 
entrave ao combate à malária.  
A amodiaquina, um composto semelhante à cloroquina, tem sido considerada como uma 
alternativa à cloroquina e pirimetamina/sulfadoxina, onde o Plasmodium falciparum é 











economicamente viáveis (Aubouy et al., 2003; Olliaro& Mussano, 2003; Molta et al., 
2004). A frequência de resistência in vitro a este fármaco neste estudo foi 
consideravelmente mais baixa (30%), o que seria de esperar visto que a amodiaquina 
apresenta uma actividade antimalárica mais potente do que a cloroquina (Ochong et al., 
2003). A amodiaquina continua a apresentar alguma eficácia in vivo em muitas áreas 
endémicas. O que pode ser explicado através dos resultados do estudo efectuado por 
Warhurst (2003), onde se demonstrou que a susceptibilidade in vitro da amodiaquina 
não está relacionada com a sua eficácia terapêutica, a qual reflecte a actividade do seu 
metabolito desetilamodiaquina in vivo. Este metabolito por ser bastante hidrofóbico tem 
a capacidade de manter a sua eficácia em parasitas resistentes à cloroquina. Contudo, 
esta quinoleína parece ser mais eficaz em combinações terapêuticas do que quando 
utilizada como monoterapia. Assim sendo, a utilização deste fármaco como antimalárico 
de primeira linha deve ser limitada pela avaliação do padrão de resistência num 
determinado local (Olliaro & Mussano, 2003). 
Em relação à mefloquina, introduzida nos anos 70 para combater o problema de 
resistência a antimaláricos, o Plasmodium falciparum rapidamente desenvolveu a 
capacidade de resistir a este fármaco. Curiosamente, têm surgido casos de resistência 
intrínseca em regiões onde o fármaco nunca havia sido utilizado antes, possivelmente 
devido a pressão selectiva realizada por outros antimaláricos (White, 1994). 
Actualmente, tem-se verificado um decréscimo na eficácia da sua actividade 
antimalárica, o que parece ser corroborado por este estudo, onde 27% da totalidade dos 
isolados apresentaram resistência à mefloquina. Esta elevada prevalência, embora não 
atinja os níveis de resistência à cloroquina, não deixa de ser preocupante, visto que este 
antimalárico é utilizado em muitas regiões, principalmente como profilático. No 
entanto, na sua utilização em combinações terapêuticas, como por exemplo na 
Tailândia, onde é utilizado em combinação com o artesunato, verificou-se que não só 
reduziu a incidência de Plasmodium falciparum, como também travou a progressão da 
resistência à mefloquina, tendo a susceptibilidade in vitro a este fármaco aumentado 
substancialmente (Nosten et al., 2000). 
A prevalência da resistência in vitro ao quinino (12%), observada neste estudo 
demonstrou que este fármaco ainda mantém uma actividade antimalárica in vitro 











em 1910, no Brasil, demonstrando que, ao contrário do que se verifica com outros 
antimaláricos, este fenótipo não tem sofrido uma grande propagação, existindo 
actualmente casos pontuais de resistência a este alcalóide na Tailândia e em África. 
Contudo o quinino, devido aos seus efeitos secundários, não é normalmente utilizado 
como antimalárico de primeira linha, a não ser em combinações terapêuticas. Embora 
seja a opção de tratamento de malária grave e em alguns casos de infecções por 
Plasmodium multi-resistente, tal como se verifica em Angola, apesar da acentuada 
perda de susceptibilidade in vitro, avaliada neste estudo. Outro estudo demonstra que no 
Brasil a resistência a este antimalárico é bastante evidente, resultando provavelmente da 
pressão exercida pela sua utilização como primeira linha em combinação com 
antibióticos (Zalis et al., 1998). 
A multi-resistência aos antimaláricos, constitui o principal entrave ao controlo ou 
erradicação da malária, sendo este fenómeno particularmente comum nas áreas 
endémicas do Sudeste Asiático. Neste trabalho também foi identificado o fenótipo de 
multi-resistência, sendo a prevalência de parasitas resistentes à cloroquina e mefloquina 
de 27%, e à cloroquina e amodiaquina de 40%. A prevalência da resistência à 
cloroquina, amodiaquina e mefloquina em simultâneo é de 18%, enquanto que 12% dos 
isolados são resistentes à cloroquina e ao quinino, tendo sido a resistência em 
simultâneo à cloroquina, mefloquina e quinino identificada em 9% dos isolados 
estudados.  
Apesar dos elevados níveis de resistência e de multi-resistência aqui avaliados para os 
antimaláricos mais utilizados, estes factores ainda não afectaram a sua utilização: a 
cloroquina continua a ser o fármaco de primeira linha em muitos programas terapêuticos 
(principalmente em África), a mefloquina continua a ser usada, quer como profiláctico, 
quer em combinações terapêuticas, como por exemplo na Tailândia (Nosten et al., 
2000) e no Peru (Marquiño et al., 2003 a, b; Pillai et al., 2003). A amodiaquina é 
utilizada em combinações terapêuticas, continuando o quinino a ser utilizado no 
tratamento de malária grave e multi-resistente, ou mesmo em combinações com é o caso 
do esquema terapêutico do Brasil (Zalis et al., 1998) 
 
Nesta análise global foi demonstrado que o alelo do gene pfcrt mais frequente é o alelo 











já algum tempo, na Tailândia e no Brasil, o facto deste alelo apresentar uma frequência 
mais baixa, parece indicar que a eliminação da pressão selectiva efectuada pelo 
fármaco, está a permitir que o alelo 76T seja substituido pelo alelo selvagem 76K.  
Na totalidade dos isolados caracterizados neste estudo, ficou evidente a associação entre 
o polimorfismo K76T e a resposta in vitro à cloroquina (P = 0,0004). Considerando os 
resultados de vários estudos anteriores, e os do presente estudo, relativamente à 
associação do polimorfismo K76T à resposta à cloroquina, esta frequência ou 
predominância quase completa deste alelo era esperada, e sugere que o uso continuado 
da cloroquina tenha sido o factor essencial, que provocou a selecção do P. falciparum 
portador do alelo 76T do gene pfcrt. 
Contudo, e apesar desta associação, a análise individual demonstrou que esta conclusão 
não pode ser generalizada. Assim, a mutação pfcrt 76T parece ser um factor envolvido, 
mas não suficiente para explicar o fenómeno de resistência in vitro à cloroquina sendo 
este envolvimento dependentemente da proveniência geográfica dos parasitas 
(Kyosiimire-Lugemwa et al., 2002; Mayor et al., 2001). 
Os resultados obtidos no âmbito deste trabalho, relativamente à associação do 
polimorfismo K76T à resposta à cloroquina, são apoiados por outros estudos, em que 
esta associação é também incompleta. Nomeadamente, estudos no Uganda e Senegal, 
demonstraram que a presença de pfcrt 76T não é necessariamente predictiva de 
resistência à cloroquina, quer em estudos in vivo, quer in vitro, embora seja mais 
evidenciada nos estudos in vitro (Basco & Ringwald, 2001).  
Curiosamente, ao contrário dos resultados obtidos em estudos recentes em que o pfcrt 
foi associado à resistência in vivo à amodiaquina no Sudão (Ochong et al., 2003) e ao 
quinino num estudo in vitro (Mu et al., 2003; Ferdig et al., 2004), e apesar de 
pertencerem à mesma classe de fármacos, não se verificou nenhuma associação entre a 
resposta a estes compostos e o polimorfismo no gene pfcrt. Em relação ao mecanismo 
de resistência do P. falciparum associado à mefloquina, também parecem ser 
completamente independente do polimorfismo K76T do gene pfcrt. Estes factos são por 
isso altamente indicativos da existência de outros determinantes genéticos de resistência 












Relativamente ao polimorfismo da posição 86 do gene pfmdr1 não se verificou uma 
supremacia evidente de um dos alelos sobre o alternativo (47% dos 213 isolados 86N, 
53% de pfmdr1 86Y). A pressão selectiva exercida pela cloroquina sobre o alelo 76T, 
parece não se ter verificado em relação ao polimorfismo N86Y do gene pfmdr1.  
Não se verificaram associações significativas entre este polimorfismo genético e a 
resistência à cloroquina, sugerindo que a mesma não depende exclusivamente deste 
polimorfismo do gene pfmdr1. Estes resultados não inviabilizam a possibilidade deste 
gene ter algum tipo de envolvimento neste fenótipo, nomeadamente em níveis de 
resistência mais elevados. Em isolados do Sudão, onde foi encontrada uma associação 
significativa entre o polimorfismo T76 do gene pfcrt e a resistência à cloroquina, 
verificou-se que a associação do polimorfismo 86Y a este fenótipo não era tão 
significativa. No entanto, os isolados resistentes demonstraram a existência de 
associação entre os polimorfismos 76T e 86Y, sugerindo uma acção conjunta destes dois 
alelos em níveis de resistência à cloroquina elevados.  
Neste estudo a ocorrência da variante 86N encontra-se fortemente associada à 
resistência à mefloquina (P = 0,003), o que sugere que a presença de pfmdr1 86N seja 
importante no desenvolvimento de resistência a este fármaco. Este resultado é apoiado 
por um estudo efectuado na Gambia, onde foi encontrada uma forte associação entre o 
alelo alternativo pfmdr1 86Y e a susceptibilidade à mefloquina, bem como à 
halofantrina e à artemisinina (Duraisingh et al., 2000a). No entanto a sua validação 
provavelmente necessita de testes in vivo para relacioná-los. 
Na análise estatística efectuada agrupando os isolados provenientes da R Angola e da 
Tailândia, foi encontrada uma associação entre o polimorfismo N86Y e o fenótipo de 
resistência à mefloquina e ao quinino, P = 0,02 e P = 0,01 respectivamente, nestas 
amostras provenientes da África e Ásia, o que parece indicar que nestas regiões este 
polimorfismo seja uma condição necessária ao mecanismo de resistência quer à 
mefloquina, quer ao quinino, o que pode ser justificado pela semelhança química 
existente entre ambos os compostos e justificar o facto da resistência à mefloquina 
poder originar resistência também ao quinino (Bloland, 2001). Tendo em conta que esta 
conclusão só é válida para estas regiões, poder-se-á também neste caso propor que a 
possibilidade de selecção destes polimorfismo por estes fármacos dependa da origem 











Tendo a proteína Pgh1 sido identificada como um transportador de fármacos por 
similaridade com o fenómeno MDR em células tumorais (Endocott & Ling, 1989), e 
sabendo que esta alteração do aminoácido na posição 86 do gene parece implicar uma 
variação na especificidade da ligação ao substrato (Foote et al., 1990), este resultado 
pode significar que esta proteína esteja implicada no fenótipo de resistência a estes 
fármacos, por alterações no seu transporte através da membrana do vacúolo digestivo do 
parasita. 
Dada a existência de uma variação regional dos alelos 1042 e 1246 do gene pfmdr1, a 
avaliação da frequência destes alelos na totalidade dos isolados, não demonstrou uma 
predominância de algum destes, relativamente às variantes alternativas. Foi no entanto, 
confirmada a raridade dos alelos tipo 7G8 (1042D e 1246Y) nos continentes Africano e 
Asiático e a sua predominância no Brasil descrita noutros estudos (Zalis et al., 1998) e a 
predominância dos alelos tipo K1 (1042N e 1246D) nos continentes acima referidos. 
 
De uma forma geral, o reduzido número de isolados sensíveis incluídos neste estudo 
pode afectar as conclusões obtidas, dado ser possível que como consequência a análise 
estatística se encontre extraviada. Neste âmbito o facto inultrapassável de não se terem 
encontrado parasitas susceptíveis a cloroquina em número considerável, poderá 
apresentar-se como um obstáculo à solidez das conclusões. Embora menos provável, a 
multi-clonalidade muito frequente em P. falciparum, também pode afectar estes 
resultados, considerando a possibilidade de existir uma mistura de parasitas, em 
proporções diferentes, que resulte na amplificação de apenas um dos alelos presentes na 
infecção mista.  
O estudo de Sidhu e colaboradores (2002), evidenciou a importância  do gene pfcrt, 
demonstrando que, independentemente da proveniência geográfica, os haplótipos 
mutantes do gene pfcrt têm a capacidade de conferir resistência à cloroquina. Baseados 
neste trabalho a explicação que nos parece mais provável, para esta ausência de 
associação absoluta, é a influência neste fenótipo de resistência, de outras mutações do 
gene pfcrt, não caracterizadas neste estudo.  
A análise estatística dos resultados das amostras caracterizadas, relativamente aos 
polimorfismos do gene pfcrt por sequenciação, demonstra a existência de associação 











de outros estudos, que evidenciam o envolvimento de outros polimorfismos e/ou outros 
genes no fenótipo de resistência a esta quinoleína.  
Nas amostras resistentes incluídas neste estudo o haplótipo do gene pfcrt (codões 72, 
74, 75, 76, 220, 272 e 326) mais frequente é CIETSES (tipo Dd2) o que está de acordo 
com outros estudos publicados relativamente ao haplótipo deste gene encontrado na 
Ásia e África. No entanto nem todas as amostras apresentam um haplótipo 
característico, sendo os apresentados pelos isolados sensíveis bastante diversos. Esta 
diversidade de haplótipos apresentada pelos isolados estudados é comum noutras áreas 
endémicas, nomeadamente na Indonésia e na India (Huaman et al, 2004; Vathsala et al., 
2004). Este conjunto de resultados mais uma vez, parece reforçar a ideia do 
envolvimento de outros factores no aparecimento do fenótipo de resistência à 
cloroquina.  
Na população estudada, e relativamente aos alelos de pfcrt 76 e pfmdr1 86, 1042 e 
1246, correspondentes aos polimorfismos acima citados, realizou-se a pesquisa de um 
conjunto (haplótipo) que pudesse ser mais frequente ou que pudesse ser alvo de 
tratamento estatístico, para pesquisa de uma associação entre ele e a resposta a algum 
dos fármacos analisados, verificando-se que não existe um haplótipo mais frequente em 
nenhuma das áreas endémicas estudadas associado à resposta a algum dos fármacos 
testados. Assim, consideramos que estes genes terão um papel relevante sobre a 
resistência sem serem contudo os agentes primordiais da mesma, dado que diferentes 
parasitas portadores dos mesmos alelos destes genes, respondem de formas distintas aos 
diferentes antimaláricos testados.  
Este facto indicia o envolvimento de outros polimorfismos nestes genes e/ou o 
envolvimento de outros genes. Assim, o fenótipo de resistência a estes antimaláricos 
parece ser o resultado de um conjunto de vários factores, onde cada um deles pode ter 
uma participação mais ou menos activa, resultando de um fenómeno multi-génico. Um 
estudo efectuado por Gunasekera e colaboradores (2003) demonstrou que um grande 
número de ORF’s responde à exposição a fármacos antimaláricos, reforçando o 
envolvimento de outros genes, bem como de outros mecanismos. 
A hipótese, do envolvimento das várias mutações e/ou vários genes  nestes mecanismos, 
é apoiada pelo facto do fenótipo de resistência à cloroquina por exemplo, ter surgido 











uma forma lenta. Este acontecimento parece indiciar que são requeridas várias mutações 
para que este fenótipo se instale na população parasitária. Podendo significar, que a 
resistência à cloroquina seja resultado da acumulação sequencial de mutações no gene 
pfcrt,  associadas ao polimorfismo K76T (Mehlotra et al., 2001 b; Hastings et al., 2002). 
Ao contrário da pirimetamina, à qual o parasita desenvolveu resistência pouco depois da 
sua introdução como tratamento, e que surgiu em várias regiões geográficas 
independentes, sendo o resultado de as mutações no gene pfdhfr necessárias para 
originar o fenótipo de resistência, serem acumulada mais rapidamente do que as nove no 
gene pfcrt necessárias à resistência à cloroquina . 
 
Este estudo epidemiológico evidenciou que ainda há muito para saber em relação aos 
mecanismos de resistência, os quais parecem ser fenómenos bastantes complexos a 
nível molecular. Com os conhecimentos de que dispomos actualmente, é fundamental 
poder confrontar informação proveniente de testes in vivo e in vitro, com os diferentes 
genótipos parasitários associados ao fenómeno de resistência, de forma a poder validar a 
sua utilização como marcadores moleculares de resistência.  
 
Baseada nos resultados obtidos relativamente à associação dos polimorfismos dos genes 
pfcrt e pfmdr1 ao fenótipo de resistência a antimaláricos, os quais apontam no sentido 
de um envolvimento dos mesmos, mas não sendo suficiente para explicar este fenótipo, 
surgiu a hipótese de que, à semelhança do que ocorre em outros organismos, possa 
ocorrer um aumento de expressão destes genes que pudesse tornar mais claro o seu 
envolvimento neste fenómeno. Assim, o envolvimento dos níveis de expressão dos 
genes pfcrt e pfmdr1 no fenótipo de resistência à cloroquina e mefloquina tornou-se na 
segunda questão colocada neste trabalho. 
 
IV.2. ESTUDOS DOS NÍVEIS DE EXPRESSÃO DO pfcrt  E  pfmdr1 
 
Alguns dos modelos propostos para explicar o mecanismo de resistência às quinoleínas, 
em especial, à cloroquina, baseiam-se num aumento da capacidade do parasita, para 
expelir o fármaco, fenómeno que ocorre a uma taxa que não permite atingir os níveis 











mecanismo de importação e de acumulação da cloroquina no parasita (Sanchez, 1997; 
Foley et al., 1997; Peel, 2001; Krosgstad et al., 1987). 
No âmbito destes modelos, surgiu a hipótese de que os parasitas da malária possuam 
uma bomba protónica vacúolar pouco eficiente (Ginsburg & Stein, 1991). Esta teoria é 
apoiada por um trabalho de Ursos e colaboradores (2000), que verificaram a existência 
de valores pH vacúolar inferiores num clone resistente à cloroquina (Dd2), 
relativamente a outro sensível (HB3). 
Por outro lado, por homologia com os genes associados ao fenótipo MDR de outros 
organismos, que codificam proteínas que bombeiam activamente agentes terapêuticos 
para o exterior da célula (Foote et al., 1989), foi proposto que a Pgh1 constituía a 
bomba responsável pelo aumento do fluxo de cloroquina, para o exterior do vacúolo 
digestivo do Plasmodium. Assim, os parasitas resistentes à cloroquina adquiriram a 
capacidade de expelir o fármaco do vacúolo digestivo mais rapidamente (Wilson et al., 
1989; Foote et al., 1989, 1990).  
No entanto, o envolvimento do gene pfmdr na resistência à cloroquina apresenta alguma 
controvérsia, resultante do facto de não se conseguir uma associação evidente entre os 
polimorfismos do gene ou a actividade da proteína resultante e a resistência a este 
antimalárico. Tendo a analise dos resultados do cruzamento entre HB3 e Dd2 
evidenciado que o factor genético determinante da resistência à cloroquina se 
encontrava no cromossoma 7 (Wellems et al., 1991), o que demonstra que a associação 
do gene pfmdr1 a este fenótipo, não é tão linear quanto se poderia esperar.  
Tal como não se conhece exactamente o mecanismo de acção da cloroquina e outras 
quinoleínas, também não está completamente esclarecido o papel do gene pfmdr1, nem 
as funções da proteína resultante, a Pgh1. Actualmente, verifica-se o mesmo problema 
em relação ao gene pfcrt, cuja identificação teve por base os dados acima mencionados, 
relativamente à associação do factor determinante de resistência à cloroquina ao 
cromossoma 7. Este gene pode estar envolvido neste fenómeno de resistência, de duas 
formas distintas: (1) pela alteração do aminoácido da posição 76 (e/ou outros), 
localizado no primeiro segmento transmembranar da proteína, a qual pode afectar o 
transporte de iões através da membrana do vacúolo digestivo, onde a consequente 
diminuição do pH vacúolar reduz a interacção entre o fármaco e os grupos heme e/ou; 











resultante de modificações estruturais sofridas pela proteína PFCRT (Fidock et al., 
2000). 
Actualmente, sabe-se que mutações e/ou aumento de expressão de certos 
transportadores, especialmente da super família dos ABC, podem conferir resistência a 
fármacos em organismos, desde bactérias até linhas celulares tumorais em humanos 
(Mu et al., 2003). Assim, os mapas de expressão génica que compreendem o perfil de 
expressão ao longo do ciclo de vida do organismo, nas diferentes fases de 
desenvolvimento, podem aceder aos perfis de estirpes diferentes ou variantes genéticas, 
e à resposta global de expressão a perturbações de crescimento e a fármacos inibidores 
do mesmo (Bozdech et al., 2003 a,b).  
 
O perfil de transcrição verificado nas fases eritrocitárias do Plasmodium podem 
fornecer informação muito importante, quer ao nível do esclarecimento dos mecanismos 
de resistência, actualmente identificados mas não caracterizados, quer ao nível da 
identificação de novos alvos para o desenvolvimento de antimaláricos (Patankar et al., 
2001). A importância desta ferramenta está directamente associada com o facto de 
existir uma relação directa entre transcrição e regulação de determinados genes, com o 
momento em que é requerida a função biológica produzida pela proteína resultante da 
sua tradução (Bozdech et al., 2003 b). 
 
Estudos recentes, onde foram caracterizados os perfis de expressão nos estadios 
eritrocitários de Plasmodium falciparum, demonstraram que neste transcriptoma 
existem genes que se expressam especificamente em determinadas fases, enquanto 
outros se expressam ao longo de todo o ciclo de vida (Bozdech et al., 2003 a, b). Estes 
estudos demonstraram que as proteínas membranares são a categoria mais abundante de 
proteínas expressas, estando muitas delas envolvidas no transporte de nutrientes e outras 
moléculas através da membrana (Patankar et al, 2001)  
 
Este estudo aqui apresentado foi directamente associado à hipótese de existir um 
aumento de expressão de algum dos dois genes em estudo, em conjunto ou não com as 
referidas mutações pontuais, que justifique as alterações à susceptibilidade apresentadas 











transporte de moléculas efectuado através da membrana, podendo resultar numa 
diminuição da acumulação de antimalárico no seu local de acção, o vacúolo digestivo. 
O aumento de expressão destas proteínas pode originar uma acidificação do vacúolo, ou 
um maior efluxo do fármaco, que se traduziria numa diminuição da concentração de 
fármaco no referido local de acção, resultando num aumento da capacidade do parasita 
para resistir à presença do mesmo.   
 
IV.2.1. Avaliação dos níveis de expressão basal dos genes pfcrt e pfmdr1 ao longo do 
ciclo intra eritrocitário de P. falciparum 
 
Os perfis de transcrição dos genes pfcrt e pfmdr1, ao longo do ciclo intra-eritrocitário do 
parasita, foram avaliados com o intuito de associar um eventual aumento de expressão 
dos mesmos, a determinado estadio de desenvolvimento do P. falciparum, na fase 
assexuada do seu ciclo de vida. 
A abordagem seleccionada para este estudo foi a expressão quantitativa dos genes pfcrt 
e pfmdr1, relativamente a uma referência (controlo interno). Neste caso o gene 
seleccionado para o efeito foi o pfβ-actina I, por ser um gene constitutivo que se 
expressa ao longo de todo o ciclo de vida do Plasmodium (Wesseling et al., 1989), 
normalizando assim as variações de concentração de cDNA presente em cada ensaio.  
Recorrendo à tecnologia de PCR em tempo real, verificou-se que a expressão destes 
transportadores não é específica de uma única fase, mas sim que se expressam ao longo 
de todo o ciclo intra-eritrocitário. A análise dos perfis de expressão dos genes, 
demonstrou que quer o perfil do gene pfcrt, quer do pfmdr1 são caracterizados pela 
existência de um pico na fase de trofozoíto maduro. 
Nesta fase do ciclo intra-eritrocitário do parasita verifica-se um metabolismo mais 
activo, resultante da sua preparação para a divisão celular que ocorrerá na fase de 
esquizonte, onde os genes mais expressos se relacionam com a maturação e função dos 
merozoítos. A síntese de RNA aumenta desde a fase de trofozoíto, os quais com 18 – 24 
h pós-invasão contêm um núcleo altamente activo a nível de transcrição. Na fase de 












Considerando que estes transportadores estão envolvidos no mecanismo de resistência, 
e que existem genes cuja expressão é aumentada, no momento em que determinada 
função, desempenhada pela proteína resultante da sua tradução, é requerida (Bozdech et 
al., 2003 b). O facto destes genes apresentarem um aumento de expressão na fase de 
trofozoíto maduro, independentemente do mecanismo pelo qual estão envolvidos, 
parece coincidir com a fase em que é necessário ao parasita activar os seus mecanismos 
de protecção, relativamente à acção dos antimaláricos. A maior parte deles, em especial 
os dois fármacos incluídos neste estudo - cloroquina e mefloquina - apresentam 
actividade esquizonticída, inibindo o desenvolvimento do parasita e impedindo-o de 
atingir o estadio de esquizonte. Assim, parece ocorrer um aumento da expressão destes 
genes na fase de trofozoíto maduro, um evento que potencialmente constitui um 
mecanismo de defesa do próprio parasita ao efeito inibitório do fármaco.  
Como tal, estes resultados parecem indiciar o envolvimento destes genes, pfcrt e 
pfmdr1, e consequentemente as funções desempenhadas pelas respectivas proteínas, nos 
mecanismos de resistência do parasita, nesta fase do seu ciclo de vida, que constitui a 
fase sobre a qual a maior parte dos antimaláricos actuam.  
 
 
IV.2.2. Estudo comparativo do nível de expressão basal dos genes pfcrt e pfmdr1 
em parasitas com diferentes fenótipos 
 
De forma a reforçar as evidências da associação da expressão dos referidos genes aos 
mecanismos de resistência, foram comparados os seus níveis de expressão basal, em 
linhas parasitárias com diferentes susceptibilidades à cloroquina e à mefloquina. Este 
estudo demonstrou que quer o gene pfcrt, quer o pfmdr1, apresentam um nível de 
expressão basal mais elevado nas linhas parasitárias resistentes, relativamente aos seus 
níveis de expressão no clone de P. falciparum sensível 3D7. 
 
O STP 611, que é o isolado mais resistente à cloroquina (IC50 271nM) incluído neste 
estudo, apresenta uma expressão relativa do gene pfcrt de aproximadamente oito vezes 












No clone resistente Dd2, referenciado pelo seu fenótipo de resistência à cloroquina 
(IC50 = 200 nM), este gene expressa-se três vezes mais do que no clone sensível 3D7.  
O isolado STP 595 apresenta um IC50, numa gama de concentrações considerados 
“border line” (70 nM), superior ao do clone 3D7, apesar de também apresentar um 
fenótipo de susceptibilidade à cloroquina a quantidade de transcrito do pfcrt é 
aproximadamente o dobro da expressão verificada no referido clone, 3D7 o clone mais 
susceptível à cloroquina incluído neste estudo. Em resumo, verifica-se uma tendência 
para um aumento do nível da expressão relativa do gene pfcrt, em função do aumento da 
concentração de cloroquina a que o parasita tem capacidade de resistir. 
 
Relativamente ao gene pfmdr1, apesar de se verificar um maior nível de expressão 
relativa deste gene nas linhas parasitárias resistentes, verificou-se que no isolado mais 
resistente - STP 611 - este gene expressa-se em menor quantidade que no clone Dd2, 
cujo IC50 é relativamente mais baixo. Apesar do isolado STP 595 suportar 
concentrações de cloroquina mais elevadas do que o clone 3D7, a expressão relativa 
deste gene é idêntica. Indicando que não existe uma relação directa e clara entre os 
níveis de expressão basal do gene pfcrt e os fenótipos (IC50). 
 
Quanto à relação existente entre o nível de expressão do gene pfcrt e a resposta à 
mefloquina, os parasitas resistentes STP 611 e Dd2, apresentam um IC50 (MQ) muito 
semelhante, 121 e 118 nM respectivamente e os seus níveis de expressão são bastante 
diferentes, embora aumentado em ambos os parasitas. Nas duas linhas celulares 
sensíveis, o nível de expressão do isolado STP 595, corresponde ao dobro da expressão 
apresentada pelo clone 3D7, sendo os IC50 destes muito aproximados. Estes resultados 
parecem significar que o aumento do nível de expressão basal do gene pfcrt não está 
relacionado com o mecanismo de resistência à mefloquina. 
 
A expressão aumentada do nível basal do gene pfcrt, presumivelmente resultante de um 
maior número de cópias do gene, em combinação com a alteração do aminoácido na 
posição 76 do gene, verificada no clone Dd2 e nos isolados STP 611 e STP 595, parece 
estar relacionada com o mecanismo de resistência à cloroquina, no entanto, não parece 











A comparação do nível de resistência à mefloquina dos parasitas em estudo com os 
níveis de expressão basal do gene pfmdr1 demonstrou que os parasitas resistentes Dd2 e 
STP 611 apresentam um o nível de expressão génica superior, relativamente aos 
parasitas sensíveis. No clone Dd2, este nível de expressão corresponde ao dobro daquele 
que é apresentado pelo isolado STP 611. Nas outras populações parasitárias estudadas 
(3D7 e STP 595) quer os níveis de expressão do gene, quer os IC50 são muito idênticos. 
Poder-se-á assim postular que o elevado nível de expressão basal do gene ao nível do 
mRNA, também verificado no isolado STP 611, seja também resultado de um maior 
número de cópias do gene no genoma destes parasitas. Esta hipótese no entanto, só 
poderá ser validada em estudos futuros que contemplem a utilização de DNA genómico, 
por exemplo como molde em reacções de PCR em tempo Real. 
 
IV.2.3. Avaliação da resposta do parasita à presença de cloroquina e mefloquina 
relativamente à expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 
 
Dados resultantes de outros sistemas biológicos, revelam que existem vários 
mecanismos através dos quais os genes são regulados, nomeadamente genes tipo mdr, 
originando um fenótipo de resistência a fármacos. Esta alteração pode ser resultante da 
amplificação de determinado gene, ou seja pela presença de um maior número de cópias 
do gene ou por indução da transcrição quando o organismo é exposto ao fármaco, 
originando um aumento da expressão da proteína resultante (Myrich et al., 2003).  
 
A existência de regulação ou indução pela presença de fármaco em P. falciparum foi 
demonstrado por Gunasekera e colaboradores (2002), onde os seus resultados 
demonstram que a cloroquina apresenta a capacidade de induzir a expressão de vários 
genes.  
No entanto, no nosso trabalho, verificou-se que não ocorreu indução da expressão do 
gene pfmdr1, na fase de trofozoíto maduro, resultante da presença de cloroquina, em 
nenhuma das populações parasitárias estudadas. O que parece indiciar que o 
mecanismo, através do qual este gene pode eventualmente participar no fenómeno de 












Relativamente à indução do gene pfcrt pela cloroquina, apesar da existência de um 
estudo realizado por Waller e colaboradores (2003), que sugere que diferenças nos 
níveis de expressão do gene pfcrt podem afectar os valores de IC50 da cloroquina, em 
duas a quatro vezes, não se verificou aumento de expressão deste gene como resposta à 
presença de cloroquina, em nenhum dos clones ou isolados estudados. 
Estes resultados parecem evidenciar que o envolvimento deste gene, no fenótipo de 
resistência à cloroquina, está relacionado principalmente com a existência de 
polimorfismos (estudado na primeira fase deste trabalho), que resultam numa alteração 
estrutural da proteína, alterando também a sua actividade fisiológica. Este facto 
associado ao aumento de expressão basal do pfcrt, verificado neste estudo em 
populações parasitárias resistentes, parece ter a capacidade de conferir ao parasita uma 
vantagem adaptativa, que lhe permite crescer/ desenvolver-se em concentrações de 
cloroquina superiores à considerada como o limiar entre sensibilidade e resistência a 
esta aminoquinoleína (100nM). 
 
Em contraste, na presença de mefloquina, parece ocorrer um aumento de expressão de 
cerca de 50% em 3D7, Dd2 e STP 611, os quais apresentam níveis de susceptibilidade a 
este antimalárico bastantes distintos. No isolado STP 595 a expressão do gene parece 
até ser ligeiramente suprimida. 
Num estudo recente foi demonstrado que a expressão do gene pfmdr1 é induzida pela 
presença de cloroquina, mefloquina e quinino no clone 3D7 de P. falciparum, 
susceptível à cloroquina (Mytick et al, 2003). Os resultados obtidos neste estudo são 
coincidentes relativamente à indução da expressão do pfmdr1 pela mefloquina em 3D7. 
No entanto, não existem estudos prévios que demonstrem a indução deste gene noutros 
clones ou isolados.  
O aumento de expressão resultante da indução do gene pfmdr1 pela mefloquina, parece 
que não está, só por si, associado à resistência a este fármaco, contrariando resultados 
de outros estudos (Kim et al., 2001). Talvez este aumento, em conjunto com os 
polimorfismos identificados na sequência do gene, desempenhe um papel importante na 
mediação desta resistência. 
Por outro lado, quanto ao fenótipo de resistência à mefloquina, que até agora não foi 











em parasitas resistentes, induzido pela presença deste fármaco, não se verificando no 
entanto um efeito significativo na indução da expressão deste gene nos parasitas 
susceptíveis.  
Os resultados do tratamento com mefloquina parecem associar o aumento de expressão 
do gene pfcrt, possivelmente traduzido num aumento da quantidade da proteína PfCRT, 
ao fenótipo de resistência a este antimalárico, que parece ser independente do 
polimorfismo K76T da sequência do gene, visto que o isolado STP 595, susceptível ao 
fármaco, é portador do alelo 76T.  
 
O aumento de expressão basal, observado nos parasitas resistentes aos dois 
antimaláricos relativamente a parasitas sensíveis, pode resultar de inumeros factores, 
entre eles um aumento do número de cópias dos genes pfcrt e pfmdr1 nestas populações 
parasitárias. Sendo este fenómeno de amplificação génica um facto relativamente bem 
conhecido no gene pfmdr1 e associado à resistência à mefloquina, mas que ainda não 
havia sido identificado em pfcrt.  
Neste estudo, este aumento de expressão basal do gene pfcrt aparece associado à 
resistência à cloroquina, mas não à mefloquina resultante do facto de o isolado STP 595 
apresentar uma maior susceptibilidade à mefloquina que o clone 3D7, no entanto o seu 
nível de expressão basal deste gene é de aproximadamente o dobro, comparativamente 
ao verificado no mesmo clone.  
 
O aumento de expressão resultante da indução dos genes realizada pela presença de 
fármaco, parece ocorrer apenas no gene pfcrt induzido pela mefloquina, não tendo sido 
verificado nenhuma associação entre o aumento de expressão do gene pfmdr1 e o 
fenótipo dos parasitas. Estes resultados sugerem a proteína PFCRT influencia a resposta 
aos dois antimaláricos através de mecanismos diferentes: na resposta à cloroquina 
verifica-se uma associação com os polimorfismos do gene e um aumento de expressão 
basal do gene pfcrt; enquanto na resposta à mefloquina parece estar principalmente 














IV.3. ESTUDOS DE EXPRESSÃO HETEROLOGA DOS GENES pfcrt E pfmdr1 EM S. 
cerevisiae  
 
A transfecção genética homóloga em Plasmodium, é considerada uma técnica de difícil 
execução, com baixo sucesso (1%) e onde a eficiência de uma integração estável sob 
selecção de droga é de, aproximadamente, 10-6 (Bozdech et al., 2003). Em alternativa, 
tem vindo a ser bastante utilizada a análise funcional de genes de Plasmodium, através 
de estudos de expressão heteróloga, por permitir desenvolver de uma forma mais fácil e 
expedita os trabalhos realizados neste âmbito. Vários sistemas biológicos, tais como 
cultura de células de mamíferos, Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae 
constituem bons hospedeiros para a realização de estudos de expressão heteróloga 
(Delling et al., 1998). 
A levedura Saccharomyces cerevisiae parece ser um bom sistema; muito bem 
caracterizado, quer a nível molecular e genético, quer a nível bioquímico, relativamente 
fácil de manipular geneticamente e de cultivo fácil em laboratório; este modelo tem 
ajudado a esclarecer muito do conhecimento actual de diversos processos noutros 
organismos (Barrientos, 2003; Roberts et al, 2003; Prinz et al., 2003). Este sistema de 
expressão heteróloga permite a expressão génica de forma a estudar os mecanismos 
inerentes ao papel desempenhado por determinado gene (Prinz et al., 2003; Skrzpek et 
al, 2003; Ruetz et al., 1996 a,b; Zhang et al., 2002; Ferlan et al., 2001).  
 
A S. cerevisiae foi seleccionada como hospedeiro para estes estudos de expressão 
heteróloga. Com o objectivo de analisar o papel desempenhado por cada um dos genes 
(pfmdr1 e pfcrt), e avaliar a sua capacidade de modulação de fármaco-susceptibilidade 
num determinado organismo. Assim, a abordagem inicial foi baseada na clonagem, em 
vectores de expressão de levedura, das sequências dos referidos genes, obtidas a partir 
de amplificação por PCR do DNA de diferentes clones.  
 
Os clones de Plasmodium foram seleccionados de acordo o seu genótipo, relativamente 
aos genes pfcrt e pfmdr1. Pretendia-se assim efectuar a expressão dos dois genes com 











modo os mutantes transformados adquiririam potenciais alterações de susceptibilidade 
aos fármacos em estudo. 
 
Para a selecção da estirpe de levedura a ser utilizada para expressão dos genes de 
Plasmodium, tornou-se necessário recorrer a uma estirpe que apresentasse um fenótipo 
de susceptibilidade aos fármacos a testar e assim facilitar a detecção de potenciais 
alterações, provocadas por transformação genética. Os mutantes erg de levedura têm 
sido alvo de diversos estudos, na tentativa de esclarecer ou clarificar a correlação entre a 
alteração da composição de esterol e a permeabilidade típica das membranas (Keinhans 
et al., 1979; Parks et al., 1985; Kaur et al., 1999). Esta alteração da constituição lipídica 
da membrana afecta a susceptibilidade a fármacos. Deste modo estes mutantes que 
possuem um elevado grau de fluidez da membrana são hiper-sensíveis a vários 
fármacos, nomeadamente, à cicloheximida e oxido de 4-nitroquinolina (Mukhopadhyay 
et al., 2002).  
 
Os resultados dos testes de fármaco-susceptibilidade, realizados às duas estirpes de 
levedura, inicialmente propostas para a realização do trabalho, BY4741 e BY4741∆erg6 
(sendo esta última uma estirpe mutante, em que o gene erg6 foi eliminado) indicaram 
que a estirpe mutante seria mais adequada aos objectivos do trabalho, por possuir um 
fenótipo de susceptibilidade aos antimaláricos que se pretendiam estudar, permitindo 
assim testar uma concentração em que o fármaco é soluvel mas apresenta um elevado 
efeito inibitório do crescimento.  
Sendo a levedura um organismo naturalmente resistente a antimaláricos por não 
apresentarem os seus alvos, deste modo e dada a sua susceptibilidade a estes fármacos, 
os mutantes ∆erg6 constituem um hospedeiro para estudos de expressão heteróloga de 
genes de plasmódio em levedura. Os mutantes erg, entre os quais se encontram a estirpe 
BY4741∆erg6, são mutantes que se encontram bloqueados na via biosíntetica do 
ergosterol, perdendo assim a capacidade de sintetizar este esterol essencial para uma 
membrana plasmática funcional. Na ausência de ergosterol, estes mutantes incorporam 
na sua membrana intermediários da sua biosíntese (Lees et al., 1979; Kaur et al., 1999).  
Estes mutantes de levedura tem sido utilizado em diversos estudos, envolvendo 











nestes fenótipos. O ∆erg6 tem sido o mutante utilizado para esclarecer diversos aspectos 
da regulação e função da P-glicoproteína de mamíferos em levedura. O decréscimo do 
efluxo de determinadas drogas, resulta num fenótipo de hipersensibilidade (Keenan et 
al., 1982; Calderbank et tal., 1985; Gaber et al., 1989).  
 
Não foi possível, nas condições testadas e com o material genético utilizado, comprovar 
no presente trabalho que os genes pfcrt e pfmdr1 alterassem a susceptibilidade das 
células de levedura ∆erg6 à amodiaquina, quinidina, pirimetamina, cloroquina e 
quinino, quando expressos a partir de um vector centromérico e/ou multicópia.  
Neste estudo, não tendo sido possível obter clones do alelo alternativo do gene pfmdr1 
(86N), apenas seriam de esperar resultados relativos ao gene pfcrt, onde foram 
estudados clones com os dois alelos possíveis (K76T).  No entanto também não existem 
estudos que possam constituir uma base válida de comparação.  
 
Num trabalho recente, de Zang e colaboradores (2000), foi efectuada expressão 
heteróloga do gene pfcrt em S. cerevisiae, no entanto toda a sequência codificante do 
gene pfcrt foi sintetizada de modo a incluir os codões preferenciais de levedura, visto 
que a expressão da sequência codificante de Plasmodium era baixa e limitada pela 
tradução do gene. Não tendo sido incluídos resultados que mostrem alteração de 
fenótipo deste organismo, apenas foram apresentados resultados de transporte (Zang et 
al., 2002). 
Existem várias hipóteses que podem explicar a ausência de alteração da resposta da 
levedura, geneticamente manipulada no presente trabalho, aos antimaláricos. 
Nomeadamente, o facto de o genoma de Plasmodium possuir um conteúdo muito rico 
em A T, apresentando regiões cerca de 70% de AT flanqueadas por outras ainda mais 
ricas em AT (86%). Em contraste, a levedura tem os seus codões preferenciais 
dominados por GC, interpretando regiões ricas em A’s como áreas de poliadenilação 
(cadeias poliA), entendidas pela levedura como sinal de terminação. Este fenómeno 
pode assim originar mRNA incompleto e consequentemente proteínas truncadas (Zhang 
et al., 2002). 
 
No entanto, no presente trabalho, foi possível realizar a amplificação do gene por PCR 











com pfcrt. Tendo em conta que os primers utilizados nesta amplificação hibridam no 
final sequência (5´- 3´), o RNA transcrito deverá corresponder à totalidade da sequência 
codificante do gene.  
O que inicialmente constituiu uma vantagem, a elevada susceptibilidade desta estirpe, 
também pode ter influenciado os resultados obtidos, na medida em que a constituição 
lipídica da membrana destes mutantes erg, aumenta a permeabilidade desta podendo a 
sua organização ficar alterada. Estas alterações podem originar um mau funcionamento 
das bombas de efluxo, que estão integradas na membrana. 
Em suma considerou-se que os resultados obtidos com os estudos de expressão dos 
genes de Plasmodium o pfcrt e o pfmdr1, apresentam-se como inconclusivos. No 
entanto, estes resultados permitiram estabelecer uma plataforma conceptual e 
experimental para o desenvolvimento de trabalhos futuros.  
Foi entretanto iniciado outro estudo, realizado por Joana Camilo, no qual se pretendeu 
efectuar a co-expressão dos dois genes, pfcrt e pfmdr1, em simultâneo, neste sistema de 
expressão heteróloga (resultados não publicados).  
Este trabalho aqui apresentado demonstra a potencialidade de utilização desta 
metodologia em trabalhos futuros, tendo em consideração que manipulações ao nível da 
alteração dos codões (Zang et al., 2002), a escolha mais apropriada da estirpe de 
levedura usada como hospedeira e dos genótipos a transformar, são factores 
determinantes no sucesso desta abordagem. 
A ausência de resultados positivos, relativamente ao envolvimento destas proteínas de 
Plasmodium no aumento de resistência aos antimaláricos em levedura, deu origem a 
uma nova questão, relacionada com o facto de as proteínas não desempenharem 
correctamente a sua função por, eventualmente, apresentarem uma localização 
inapropriada, neste sistema de expressão heteróloga.  
De modo a localizar as proteínas, resultantes da expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 em 
levedura, foi seleccionada uma metodologia baseada na construção de fusões genéticas, 
entre os referidos genes de Plasmodium e a proteína GFP de Aequorea victoria, A GFP, 
Green Fluorescent Protein, é intrinsecamente fluorescente sem necessidade de co-
factores específicos ou de substratos exógenos (Southward & Surette, 2002), daí que a 











monitorizar a expressão de genes ou para localização sub-celular de proteínas, quer em 
procariotas, quer em eucariotas (Chalfie et al., 1994).  
Os resultados obtidos, relativamente à localização sub-celular das proteínas Pgh1 e 
PFCRT quando expressas em células de levedura, mostraram-se também inconclusivos 
neste estado de avanço do trabalho. Por um lado alguns dos clones parecem não estar a 
exprimir uma GFP funcional, visto que não apresentavam fluorescência. Por outro lado, 
a fluorescência observada nas células transformadas apresentava uma localização 
inespecífica, encontrando-se fluorescência disseminada por toda a célula, com excepção 
do vacúolo; notando-se ainda, na fusão GFP-pfcrt, uma fluorescência em torno das 
células, compatível com uma possível localização ao nível da membrana plasmática. 
Devido à super-expressão da fusão genética pode ocorrer que o excesso de proteína 
resulte numa localização errada ou não especifica da mesma (Southward & Surette, 
2002). O promotor utilizado, o pMET25, é regulável pela concentração de metionina no 
meio, no entanto estudos envolvendo a diminuição da concentração de metionina não se 
traduziram numa diminuição significativa da fluorescência observada nem da sua 
localização mais específica. Este facto parece indicar que estes resultados não podem 
ser unicamente atribuídos à super-expressão da fusão genética, podendo eventualmente 
dever-se ao processamento pós-tradução das proteínas.  
 
No trabalho de Zang e colaboradores (2002) a localização da proteína PFCRT foi 
dirigida para a membrana plasmática através da fusão do gene pfcrt com uma parte da 
proteína PMA1, uma proteína da membrana plasmática, e com o seu promotor. 
Por outro lado a observação das células albergando as fusões genéticas, demonstrou que 
estas células apresentam uma morfologia mais arredondada do que é habitual, o que 
pode dever-se à sobrecarga que representa para a célula a super-expressão de uma 
proteína exógena, nomeadamente no caso da Pgh1, cuja dimensão é considerável. Esta 
alteração morfológica pode corresponder a outras alterações que justifiquem os 
resultados obtidos. 
  
No planeamento deste estudo, não tinha sido descartada a hipotese de os resultados 
obtidos não serem os esperados, seria então considerada uma nova abordagem, onde 
estava prevista a síntese da sequência codificante dos referidos genes, com codões 











colaboradores (2000), onde foram efectuados estudos de expressão heteróloga neste 
modelo com o gene pfcrt, com a acima referida síntese da sequência do gene e dado o 
avanço demonstrado por esses resultados, considerou-se, que apesar do conjunto de 
resultados aqui apresentados se terem revelado inconclusivos, este estudo deveria ser 










































































































Este trabalho englobou um estudo epidemiológico da resistência a antimaláricos, o 
estudo da expressão dos genes pfcrt e pfmdr1 associados à resistência e estudo de 
expressão heteróloga dos mesmos genes. Consequentemente, a sua principal 
contribuição foi o facto de ter permitido consolidar alguns conhecimentos numa área tão 
controversa como é actualmente, o fenómeno de resistência a antimaláricos. 
 
Os resultados apresentados neste trabalho demonstram a gravidade do problema da 
farmaco-resistência em malária, sublinhado pelas elevadas prevalências de resistência 
relativas a cada um dos antimaláricos estudados, e pela observação de que em algumas 
das áreas endémicas estudadas, o fenómeno de multi-resistência se encontrar claramente 
presente, abrangendo os principais antimaláricos actualmente disponíveis.  
 
Os resultados deste estudo demonstraram ainda o envolvimento dos genes pfcrt e 
pfmdr1 na resistência à cloroquina e mefloquina e de forma menos marcada, o 
envolvimento do pfmdr1 na resistência ao quinino em África e na Tailândia. Ficou no 
entanto também evidente, que os referidos fenótipos não são determinados 
exclusivamente pelos alelos dos genes em estudo, dependendo provavelmente de 
factores adicionais, hipoteticamente outros polimorfismos e/ou acção de genes ainda 
não identificados. 
Neste contexto, o gene pfmdr1 parece desempenhar um papel importante mas não 
primordial ao nível do fenótipo de resistência à mefloquina e possivelmente ao quinino, 
através do seu polimorfismo no códão 86. Do mesmo modo, o polimorfismo K76T do 
gene pfcrt, parece ser um determinante importante de resistência à cloroquina em alguns 
(Tailândia), mas não todos os parasitas analisados.  
Este trabalho visava o estudo da viabilidade destes polimorfismos como marcadores 
moleculares de resistência a fármacos em plasmódio. No entanto esta validação requer 
novos estudos envolvendo um maior número de amostras de cada área em estudo, bem 
como estudos in vivo. 
Este estudo epidemiológico da resistência a antimaláricos e marcadores moleculares 
realizado na RDSTP, em conjunto com o estudo das mutações nos genes pfdhfr e pfdhps 
















nestas ilhas, tendo sido recentemente utilizados como base para a revisão dos protocolos 
terapêuticos neste arquipélago. 
Em Angola este estudo efectuado em parceria com elementos do Hospital Pediátrico de 
Luanda (HPL) reveste-se de particular interesse, devido à ausência de estudos e de 
dados recentes nesta área da resistência a antimaláricos, os dados obtidos neste estudo 
foram também fornecidos à direcção clínica do HPL tendo dado origem a novos estudos 
efectuados neste âmbito. 
 
Este estudo forneceu ainda dados importantes ao nível da expressão dos genes pfcrt e 
pfmdr1 poderá modular as respostas do parasita à cloroquina e à mefloquina. Verificou-
se um aumento de expressão basal do pfcrt em parasitas resistentes à cloroquina 
(provavelmente resultante de um maior número de cópias deste gene nestes parasitas) 
relativamente a parasitas susceptíveis. Os estudos da expressão do gene pfmdr1 
associados à resposta do parasita à cloroquina parecem indicar que este mecanismo 
provavelmente só se encontra em parasitas com a capacidade de resistir a níveis muito 
elevados de cloroquina.  
Este trabalho sugere que o gene pfcrt esteja associado ao mecanismo de resistência à 
cloroquina através de dois mecanismos diferentes: pela alteração do aminoácido na 
posição 76 do gene e pelo aumento dos seus níveis de expressão basal. No caso da 
modulação das respostas à mefloquina, o polimorfismo N86Y do gene pfmdr1 e a 
indução da expressão do gene pfcrt pelo fármaco, poderão actuar concertadamente para 
o mecanismo de resistência a este composto.  
 
Os estudos de expressão heteróloga aqui realizados, apesar de não terem atingido os 
objectivos propostos nesta fase, demonstraram que a S. cerevisiae pode ser um 
hospedeiro para expressão de futuros candidatos a marcadores moleculares de 
resistência a antimaláricos em Plasmodium. Os resultados deste trabalho, a experiência 
entretanto adquirida, em conjunto com os resultados publicados por Zang e 
colaboradores (2002), servirão de base a trabalhos futuros, nomeadamente de expressão 
de outros transportadores ou outras proteínas, determinantes de resistência a 



































































Considerando a problemática da resistência aos antimaláricos da importante classe das 
quinoleínas, consideramos que seria importante esclarecer completamente os seus 
mecanismos de acção, bem como os mecanismos de resistência que lhes estão 
associados.  
Assim, e tendo por base algumas hipóteses levantadas com os resultados obtidos neste 
estudo, consideramos importante a pesquisa de outros polimorfismos no gene pfcrt, 
seguindo uma abordagem que inclua um maior número de amostras e complementada 
com estudos in vivo. Por outro lado, e baseado no facto de este gene apresentar um 
aumento de expressão basal em parasitas resistentes à cloroquina, seria interessante 
avaliar o número de cópias do mesmo em diferentes clones ou linhas parasitárias com 
diferentes susceptibilidades ao fármaco. 
Relativamente ao envolvimento de outros genes, a pesquisa de novos marcadores 
moleculares de resistência parece ser uma linha de trabalho com muito interesse. Deste 
modo, poder-se-iam por exemplo, estabelecer paralelismos entre estudos em plasmódio 
e os conhecimentos existentes em levedura em relação à resistência a fármacos, um 
fenómeno muito bem caracterizado neste último organismo. Utilizando as bases de 
dados dos genomas dos dois organismos, através de genómica comparativa, poderia ser 
pesquisada a existência de genes em plasmódio, homólogos dos genes de levedura 
envolvidos na resistência a fármacos. Este tipo de estudos poderia ser complementado 
com análises funcionais recorrendo à expressão heteróloga em mutantes de eliminação 
de levedura.  
Outra abordagem que consideramos viável de forma a clarificar os mecanismos de 
resistência, seria a realização de estudos de proteómica em P. falciparum. Este estudo 
seria efectuado através do padrão de expressão basal das diferentes proteínas por 
comparação com os níveis de expressão observados nos parasitas submetidos aos 
antimaláricos, ou por comparação entre clones susceptíveis e clones resistentes. Assim, 
poderia ser efectuada uma caracterização detalhada de várias das proteínas, envolvidas 
directa ou indirectamente, na resposta do parasita a antimaláricos, através de uma 
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Principais soluções utilizadas neste trabalho: 
 
Fenol – fenol equilibrado com Tris (pH 8.0 fase fenólica) 
Fenol – clorofórmio – solução constituída por uma mistura de fenol equilibrado: 
clorofórmio: álcool isolamílico (25:24:1 v/v/v) 
Tampão de aplicação (5X) Tris 50 mM (pH 8.0), EDTA 75 MM (pH 8.0), SDS 0.5%, 
sucrose 30%, ficol 10%, corante Orange G 0.25%. 
Tampão de lise – Tris 40 mM (pH 8.0), EDTA 80 mM (pH 8.0), SDS 2%. 
Tampão TBE (10X) – Tris 1 M, ác. Bórico 1 M, EDTA 50 mM. 
































Preparação de meios e aminoácidos: 
 
RPMIinc – Meio de cultura incompleto – RPMI 1640 1.04% (Sigma), HEPES 25mM, 
Hipoxantina 6.8M; pH 7,05-7,1 (acertar com NaOH) 
 
RPMIc – Meio cultura completo – RPMIinc, NaCHO3 5%, plasma humano 10%, 
pH7.35-7.45  
 
Meio SOC – Triptona 2%, extrato de levedura 0.5%, NaCl 10mM, KCl 2.5mM; MgCl2 
10mM, MgSO4 10mM, dextrose 20 mM. 
 
Soluções de aminoácidos para o meio MMB (50ml) 
Histidina 400 mg/l 
Leucina 1200 mg/l 
Meteonina 400 mg/l 
*uracilo 400 mg/l 
Solução de aminoácidos para o meio MM2 (50 ml): 
Adenina 1600 mg/l 
Histidina 200 mg/l 
Leucina 200 mg/l 
Triptofano 400 mg/l 
* Uracilo 400 mg/l  
 













Tabela VIII.1– Composição dos meios de cultura Saccharomyces cerevisiae. A preparação dos meios 
sólidos resulta da adição de ágar-ágar aos respectivos meios descritos na tabela. 




2% Extracto de levedura (Difco) 
1% Peptona (Difco) 














1,7g/l Yeast nitrogen base sem aminoácidos e sem Sulfato de 
amónio (Difco) 
20g/l Glucose 
2,65 g/l Sulfato de amónio (Merck) 
80 g/l Adenina (Sigma) 
10 g/l Histidina (Sigma) 
10 g/l Leucina (Sigma) 
20 g/l Triptofano (Sigma) 
20 g/l Uracilo (Sigma) 
 

















1,7g/l Yeast nitrogen base sem aminoácidos e sem Sulfato de 
amónio 
2.65 g/l de Sulfato de amónio 
20g/l glucose 
20 g/l histidina  
60 g/l leucina  
20 g/l meteonina  
20 g/l uracilo  















 Preparação de eritrócitos não parasitados: 
 
 A partir de dadores humanos saudáveis, isentos de qualquer tipo de medicação, 
colhem-se 10 a 20 ml de sangue venoso em seringa de 20 ml com EDTA. Após uma 
centrifugação a 2000 rpm/5 min, elimina se o sobrenadante e adiciona se meio RPMI 
incompleto (sem soro ou plasma) repetindo-se a centrifugação e lavagem. Após 2-3 
centrifugações, adiciona se ao pellet um volume igual de RPMIc.  
Esta suspensão de hemácias, em concentração similar ao hematócrito normal (50%) é 



















































Preparação do gel de poliacrilamida 8%: 
 
20% acrilamida (40% w/v) 
13% bisacrilamida crosslinker (2% w/v) 
20% tampão TBE (5X) 
0,1% TEMED 


















































23461 TTTTTTTAAT TTCTTACATA TAACAAAATG AAATTCGCAA GTAAAAAAAA TAATCAAAAA  
23521 AATTCAAGCA AAAATGACGA GCGTTATAGA GAATTAGATA ATTTAGTACA AGAAGGAAGT  
23581 AAGTATCCAA AAATGGAAAT ATTGAATGAT ATAAATGAAT AGATAAATCA ACCTATTGGA  
23641 TATATATATA TATATATATA TATATATATA TATGTATACC CATATGTATT AATTTTTTTT  
23701 TTTTTTTTTT TTTTTTTTTT TTTTTTTTCC CTTGTCGACC TTAACAGATG GCTCACGTTT  
23761 AGGTGGAGGT TCTTGTCTTG GTAAATGTGC TCATGTGTTT AAACTTATTT TTAAAGAGAT  
23821 TAAGGATAAT ATTTTTATTT ATATTTTAAG TATTATTTAT TTAAGTGTAT GTGTAATTGA  
23881 AACAATTTTT GCTAAAAGAA CTTTAAACAA AATTGGTAAC TATAGTTTTG TAACATCCGA  
23941 AACTCACAAC TTTATTTGTA TGATTATGTT CTTTATTGTT TATTCCTTAT TTGGAAATAA  
24001 AAAGGGAAAT TCAAAAGTAA GATAAATCAA TATATTAAAA TGATGGATTT ATAAGAGAAT  
24061 CTATTCCACC TACCAATATA AAACATTACA CATATATATA TATATATATA TATATATATA  
24121 TGTATGTATG TTGATTAATT TGTTTATATA TTTATATTTA TTTCTTATGA CCTTTTTAGG  
24181 AACGACACCG AAGCTTTAAT TTACAATTTT TTGCTATATC CATGTTAGAT GCCTGTTCAG  
24241 TCATTTTGGC CTTCATAGGT CTTACAAGAA CTACTGGAAA TATCCAATCA TTTGTTCTTC  






481 TTGATTTTGT GTTGAAAGAT GGGTAAAGAG CAGAAAGAGA AAAAAGATGG TAACCTCAGT  
541 ATCAAAGAAG AGGTTGAAAA AGAGTTGAAC AAAAAGAGTA CCGCTGAATT ATTTAGAAAA  
601 ATAAAGAATG AGAAAATATC ATTTTTTTTA CCGTTTAAAT GTTTACCTGC ACAACATAGA  
661 AAATTATTAT TTATATCATT TGTATGTGCT GTATTATCAG GAGGAACATT ACCTTTTTTT  
721 ATATCTGTGT TTGGTGTAAT ATTAAAGAAC ATGAATTTAG GTGATGATAT TAATCCTATA  
781 ATATTATCAT TAGTATCTAT AGGTTTAGTA CAATTTATAT TATCAATGAT ATCAAGTTAT  
841 TGTATGGATG TAATTACATC AAAAATATTA AAAACTTTAA AGCTTGAATA TTTAAGAAGT  
901 GTTTTTTATC AAGATGGACA ATTTCATGAT AATAATCCTG GATCTAAATT AAGATCTGAT  
961 TTAGATTTTT ATTTAGAACA AGTGAGTTCA GGAATTGGTA CGAAATTTAT AACAATTTTT  
 
 
3361 AAAAGTAAAG AAATTGAGAA AAAAGAAAAT ATGTCAAGCG GAGTTTTTGC ATTTAGTTCA  
3421 GATGATGAAA TGTTTAAAGA TCCAAGTTTT TTAATACAGG AAGCATTTTA TAATATGCAT  
3481 ACTGTTATTA ATTATGGTTT AGAAGATTAT TTCTGTAATT TGATAGAAAA AGCTATTGAT  
3541 TATAAAAATA AAGGACAAAA AAGAAGAATT ATTGTAAATG CAGCTTTATG GGGATTCAGT  
3601 CAAAGCGCTC AATTATTTAT TAATAGTTTT GCCTATTGGT TTGGATCCTT CTTAATTAAA  
3661 AGAGGTACTA TATTAGTTGA TGACTTTATG AAATCCTTAT TTACTTTTAT ATTTACTGGT  
3721 AGTTATGCTG GAAAATTAAT GTCCTTAAAA GGAGATTCAG AAAATGCAAA ATTATCATTT  
 
 
3961 AAAACTACAG CAATCGTTGG AGAAACAGGT AGTGGAAAAT CAACTTTTAT GAATCTCTTA  
4021 TTAAGATTTT ATGACTTGAA AAATGATCAC ATTATATTAA AAAATGATAT GACAAATTTT  
4081 CAAGATTATC AAAATAATAA TAATAATTCA TTGGTTTTAA AAAATGTAAA TGAATTTTCA  
4141 AACCAATCTG GATCTGCAGA AGATTATACT GTATTTAATA ATAATGGAGA AATATTATTA  
4201 GATGATATTA ATATATGTGA TTATAACTTA AGAGATCTTA GAAACTTATT TTCAATAGTT  
4261 AGTCAAGAAC CCATGTTATT TAATATGTCC ATATATGAAA ATATCAAATT TGGAAGAGAA  
4321 GATGCAACAT TGGAAGATGT TAAACGTGTT AGTAAGTTTG CTGCTATAGA TGAATTTATC  
4381 GAATCATTAC CAAATAAATA TGATACAAAT GTTGGACCAT ATGGTAAAAG CTTATCAGGT  



























24421 TATATATATA TATATATATA TATATATATA TATATTTATA TATATTTATT TATATATTTA  
24481 TTTATTTATT TATTTATATT TATTTATTTA CTCCTTTTTA GATATCACTT ATACAATTAT  
24541 CTCGGAGCAG TTATTATTGT TGTAACAATA GCTCTTGTAG AAATGAAATT ATCTTTTGAA  
24601 ACACAAGAAG AAAATTCTAT CATATTTAAT CTTGTCTTAA TTAGTTCCTT AATTGTAAGA  
24661 AAACAAAATA TATAAATAAA TAAATATATA TATATATATA TATATATATA TATATTGTAA  
24721 TATTTAATAT ATATTAACAC TTAAACTTTG TTTTTATTAT ATTAATTTAT ATTCTTTATC  
24781 ATTTTTTTTT TTTTTTTCCT TCTTTTTTTT TTTAGCCTGT ATGCTTTTCA AACATGACAA  
24841 GGGAAATAGT TTTTAAAAAA TATAAGATTG ACATTTTAAG ATTAAATGTA AGAAGAAATA  
24901 TATAATAATA ATAATATATA TATTATATAT ATATTTCCTT TTTTACCACT TTTTTTTTTT  
24961 TTATTCCTAT AACGCATTAT AATTATTTCT GTTATTTTTA TTTCTTATAG GCTATGGTAT  
25021 CCTTTTTCCA ATTGTTCACT TCTTGTCTTA TATTACCTGT ATACACCCTT CCATTTTTAA  
25081 AAGAACGTAA GAATTAATTA GGAAAGAAAA AATAAATAAA TGAATGTGCC CATATATATA  
25141 TATATATATA TATATATATA TATGTATGTA TGTATAATTT TCCCTTTTTA GTTCATTTAC  
25201 CATATAATGA AATATGGACA AATATAAAAA ATGGTTTCGC ATGTTTATTC TTGGGAAGAA  





25381 TTGTTTTGTT TCCTCTTCAG AATTGTGGTC TTGGTATGGC TAAGTTATGT GATGATTGTG  
25441 ACGGAGCATG GGTAAGAAGC TTATAATAAA ATTTCAAAAT TATAAGAGAC ATTTATATAT  
25501 ATTTTAACAA TAATAATTAA ATAAAACAAT ATTATATATA TTATATATAT TATTATTTTA  
25561 TTTATTATTT TTTTTTTTTT TTTTTTAGAA AACCTTCGCA TTGTTTTCCT TCTTTAGCAT  
25621 TTGTGATAAT TTAATAACCA GCTATGTAAG AATAAAAAGG ATGAAAAACG TTGATACATA  
25681 CAAGAGGAAA TAAATATGGG AATGTTTAAT TGAATTAAGA TATATATATA TATATATATA  
25741 TATATATATG TAACCATATA ATTTTTCATT TTCTATCTTT TTTATAGATT ATCGACAAAT  
25801 TTTCTACCAT GACATATACT ATTGTTAGTT GTATACAAGG TCCAGCAACA GCAATTGCTT  
25861 ATTACTTTAA ATTCTTAGCC GTAAGAATTA AAAAGATATA AATATATAAA TATATATGTG  
25921 AAATATATGA TATATATGAT ATATATTTTT TATATGTAAT GTTTTTTTTT TTTTTTCACA  
25981 ATATACATTT AAATGTTTAT GATGGTACAA CGTATCATAT TTTATAATAA TTTTATGCAT  
26041 TCATGTATAT TATTTTTACT TTTTAATTTT ATAGGGTGAT GTTGTAATAG AACCAAGATT  
26101 ATTAGATTTC GTAACTTTGG TAAGTGTGAA ATTAAAAAAT GAATTTTTTT TTTTTTTTTT  
26161 TTTTTTATGA ACAAAATAAT GTGTATATAA TATGTGTGTA ATATCAAATG GCTTGTTCGT  
26221 TATAAATATT ATATTTTTTT TTTTTTTTTT TTACAGTTTG GCTACCTATT TGGTTCTATA  


















































1021 TTCTTTAACA TTTGTGATAA TTTAATAACC AGCTATATTA TCGACAAATT TTCTACCATG 
1081 ACATATACTA TTGTTAGTTG TATACAAGGT CCAGCAATAG CAATTGCTTA TTACTTTAAA 
1141 TTCTTAGCCG GTGATGTTGT AAGAGAACCA AGATTATTAG ATTTCGTAAC TTTGTTTGGC 
1201 TACCTATTTG GTTCTATAAT TTACCGTGTA GGAAATATTA TCTTAGAAAG AAAAAAAATG 









3121 GAAATGAGTT TCTTTGATCA AGATAAAAAT ACCCCAGGTG TTTTATCTGC ACATATTAAT 
3181 AGAGATGTAC ATTTATTAAA AACGGGTTTA GTAAATAATA TTGTTATTTT CTCTCATTTC 
3241 ATAATGCTCT TTCTGGTTAG CATGGTTATG TCCTTTTATT TTTGTCCAAT TGTTGCAGCT 
3301 GTATTAACTT TTATATATTT TATTAATATG CGTGTATTTG CTGTAAGAGC TAGATTAACC 
3361 AAAAGTAAAG AAATTGAGAA AAAAGAAAAT ATGTCAAGCG GAGTTTTTGC ATTTAGTTCA 
3421 GATGATGAAA TGTTTAAAGA TCCAAGTTTT TTAATACAGG AAGCATTTTA TAATATGCAT 





pf β actina I 
 
  1 ATGGGAGAAG AAGTAGTTCA AGCTTTAGTT GTTGACAACG GATCAGGTAA TGTAAAAGCA 
 61 GGAGTTGCAG GAGATGATGC ACCTCGTTCC GTTTTTCCAA GTATAGTAGG AAGACCAAAG 
121 AATCCAGGAA TTATGGTTGG TATGGAAGAG AAAGATGCAT TTGTTGGTGA TGAAGCACAA 
181 ACCAAGAGAG GTATATTAAC ATTAAAGTAT CCAATAGAAC ATGGTATTGT TACGAATTGG 
241 GATGATATGG AAAAAATATG GCATCACACT TTTTATAATG AATTAAGAGC TGCTCCAGAA 









Os primers utilizados para amplificação por PCR em tempo real foram desenhados com 




























Primers para amplificação da sequência codificante total (long PCR) para 




22921 CTATATATAT TTTTTTTTTT TTTTCCTTTT TTTTACTTTC CCAAGTTGTA CTGCTTCTAA  
22981 GCTTTTTTTA ATAAACATAT ATATAATTTG TACAAATATT TTAGATTATA TACATGATGT  
23041 ATATTTGAAT ATATTTTCTA TATATTTGTG GTTCCATTTT TGTATATTAT ATATAATATA  
23101 TTTATATATA TATTGATATG TCAATATTTG TATAACACAT GAAGTTTTTG TTTTTTTTTT  
23161 TTTTTTTTTT TAATGGAGAA TATTTAATAA TATATGAAAA AAATTTTATA TAAATATATA  
23221 TATATATATA TATATATATA TATATATATA TATATATATG TATATATATA TATTTATATA  
23281 TACATGTATG TTTTTTAAAA AGTTAAATAA TTCTATAGAT TATTTTCATT GTCTTCCACA  
23341 TATATGACAT AAATATTTTA AAATCGACAT TCCGATATAT TATATTTTTA GACTATAATA  
23401 TCCGTTAATA ATAAATACAC GCAGTCATAT TATTTATTAT ACATTCATTT ATTATTTTGT  
23461 TTTTTTTAAT TTCTTACATA TAACAAAATG AAATTCGCAA GTAAAAAAAA TAATCAAAAA  
23521 AATTCAAGCA AAAATGACGA GCGTTATAGA GAATTAGATA ATTTAGTACA AGAAGGAAGT  
23581 AAGTATCCAA AAATGGAAAT ATTGAATGAT ATAAATGAAT AGATAAATCA ACCTATTGGA  
23641 TATATATATA TATATATATA TATATATATA TATGTATACC CATATGTATT AATTTTTTTT  




26401 TATATTTTTA TATTTCCATC TGTCTTTTTA TTCTATTGTT ATAATTTATC ATAAATTTTT  
26461 TTTAAATTTG TTTACATTAG GAAAAAAAAT GAGAAATGAA GAAAATGAAG ATTCCGAAGG  
26521 AGAATTAACC AACGTCGATT CAATTATTAC ACAATAAAAA TATATCATTT ATTTTTTTAT  
26581 ATTTTTTATA TTTTTTTTAT TTTTCATGTT TTTTCCTTTA TTTTTTTTTT TTTTTTTTTC  
26641 CTTTTTTTTT TTAATAAATC ATTTTCCTAA TATTTATATT TGCTATCGCA TTACACTTTA  
26701 TAAGGAATAA TGTTGAAGGT ATAGAGATCT CTTTATTATT ATTAAGATGT AAATTTTTTA  
26761 TGAAATTTTG TACTTTTTTA GTATTTATAT TATATACACA TAAATATATA TATATTTATT  
26821 TATTGATATT TGAAAAAAGA ATAAGGAAAT AAAAAAAGGG AAAAAAAGAA AAGTTAAAAG  
26881 TATATATATA TATATATATA TATATATTTA TCTATTTATA TATATTATTA TGTATGTTTA  
26941 TAATTTATAT ATATATGTCA TAAAAAGAAA TATAATTATA TATATATATA TTATATTATA  
27001 TATATATATA AATTTTTTTA AATTATAAAC TATTGTTATT GTTAAATTTA ATTTTTAATT  
27061 CATTAAAAAT CAGATTACCA AAGATTTTTT CCATTCTTCA ATCATGATAA TAGAAATGAG  
27121 AAGAAGCAAA AAAAGAAAAA AAAAAAAATC CATACTGTGT CAAAGGAGCA AACAATTTTG  





301 TCAACATTGT TTATATATAT ATATATATAT ATATATATAT ATTTATATTT ATATATT GAT  
361 ATATGTGTAC ATAGCTTATT TCATTTATAA GATTTAGATT TTGTTTTTAA TATTATATAA  
421 TTTTGTTTGT TACAAATTAA TTAATTATTT CTTTATTTCT TTATTTTATT TACATTTTAT  
481 TTGATTTTGT GTTGAAAGATG GGTAAAGAGC AGAAAGAGA AAAAAGATGG TAACCTCAGT  
541 ATCAAAGAAG AGGTTGAAAA AGAGTTGAAC AAAAAGAGTA CCGCTGAATT ATTTAGAAAA  




4621 ATAAAACGAT CAGACAAAAT TGTGGTATTT AATAACCCTG ATCGAAATGG AACCTTTGTA  
4681 CAGTCACATG GAACACACGA TGAATTATTA TCAGCACAAG ATGGAATATA TAAAAAATAT  
4741 GTAAAATTAG CTAAATGAAG CAAATCATAA ATATATATAT GTAATATATA TATATATATA  
4801 TATATATGTA TTTATATTTA TGCATTTATA TGATCCGCAA ACATATAATA TATGAACAGT  



















































Primers utilizados na amplificação das sequencias codificantes dos genes para 






23461 TTTTTTTAAT TTCTTACATA TAACAAAATG AAATTCGCAA GTAAAAAAAA TAATCAAAAA  
23521 AATTCAAGCA AAAATGACGA GCGTTATAGA GAATTAGATA ATTTAGTACA AGAAGGAAGT  
23761 AGGTGGAGGT TCTTGTCTTG GTAAATGTGC TCATGTGTTT AAACTTATTT TTAAAGAGAT  




26041 TCATGTATAT TATTTTTACT TTTTAATTTT ATAGGGTGAT GTTGTAATAG AACCAAGATT  
26101 ATTAGATTTC GTAACTTTGG TAAGTGTGAA ATTAAAAAAT GAATTTTTTT TTTTTTTTTT  
26461 TTTAAATTTG TTTACATTAG GAAAAAAAAT GAGAAATGAA GAAAATGAAG ATTCCGAAGG  







481 TTGATTTTG T GTTGAAAG ATG GGTAAAGAGC AGAAAGAGA AAAAAGATGG TAACCTCAGT  
541 ATCAAAGAAG AGGTTGAAAA AGAGTTGAAC AAAAAGAGTA CCGCTGAATT ATTTAGAAAA  




4501 TTAGATGAAG CAACATCATC ACTTGATTCC AATTCTGAGA AATTAATTGA AAAAACTATT  
4561 GTAGATATTA AAGATAAAGC TGACAAAACT ATTATTACTA TTGCCCACAG AATTGCATCT  
4621 ATAAAACGAT CAGACAAAAT TGTGGTATTT AATAACCCTG ATCGAAATGG AACCTTTGTA  
4681 CAGTCACATG GAACACACGA TGAATTATTA TCAGCACAAG ATGGAATATA TAAAAAATAT  































Tabela VIII.2. Resultados da caracterização dos isolados de P.falciparum da RDSTP 
 
 CQ pfcrt pfmdr1 
Isolados  76 86 1042 1246 
P3 S T N N D 
SJA6 S T Y N D 
M1 S T Y N D 
M6 S T N N D+Y 
DV2 S T Y N D 
ST1 R T Y N D 
ST2 R T Y N D 
ST3 R T Y N D 
ST4 R T N N D 
ST6 R T N+Y N D 
ST8 R T N N D 
ST10 R T Y N - 
ST12 R T N+Y N - 
ST14 R T Y N D 
ST16 R T N+Y N D 
ST19 R T N+Y N D 
ST20 R T N+Y N D 
ST21 R T N+Y N D 
ST22 R T Y N D 
ST23 R T Y N D 
ST24 R T N+Y N D 
ST25 R T N+Y N D 
ST27 R T N N D 
ST28 R K Y N D 
ST29 R T Y N D 
ST30 R T Y N D 
ST31 R T Y N D+Y 
ST32 R T Y N D 
ST34 R T Y N D 
ST40 R T Y N D 
ST41 R T Y N D 
ST42 R T N N D+Y 
P4 R T Y N D 
P5 R T Y N D 
P6 R T Y N D 
P7 R T Y N D 
P8 R T Y N D 
P9 R T N N D 
P11 R T Y N D+Y 
P12 R T Y N D 
P13 R T Y N D 
P14 R T Y N D 
P15 R T Y N D 
P16 R T N+Y N D 
P17 R T N N D 
P18 R T Y N D+Y 
P19 R T N N D+Y 
P20 R T Y N D 
P21 R T N+Y N D 
P22 R T N N D 
P23 R T Y N D 
N1 R T N N D 
N3 R T Y  D 
SJA1 R T Y N D 
SJA2 R T N N D 
SJA3 R T Y N D 
SJA4 R T Y N D 
SJA5 R K N - - 
SJA7 R T Y N D 
M4 R T Y N D 
M5 R T N+Y N D 
DV1 R T Y N D 
RP1 R T Y N D+Y 
RP2 R T - - - 

























































Tabela VIII.3. Resultados da caracterização dos isolados de P.falciparum da R Angola 

 CQ MQ QUIN  pfmdr1 
    76 86 1042 1246 
006Ang R R S T Y N D 
008Ang S - - K Y N D 
009Ang R R R T N+Y N D 
013Ang R R R T N+Y N D 
014Ang R R R T N+Y N D 
015Ang R S S T N+Y N D 
016Ang R S S T N+Y N D 
017Ang R S S T N+Y N D 
018Ang R S S T N N D 
021Ang R R R T N+Y N D 
022Ang R S R T Y N D 
023Ang R R R T Y N D 
024Ang R - R T N+Y N D 
026Ang R R S T Y N D 
033Ang R S S T Y N D 
034Ang R S S T Y N D 
036Ang R S S T N+Y N D 
037Ang R S - K N+Y N D 
038Ang R S S T Y N D 
039Ang R S S T Y N D 
040Ang R S S T Y N D 
041Ang R R R T Y N D 
042Ang R R S T Y N D 
044Ang R - S T Y N D 
045Ang R R S T N N D 
048Ang R - S T Y N D 
051Ang R S S T Y N D 
052Ang R S S T Y N D 
053Ang R S S T N N D 
056Ang R - - T Y N D 
057Ang R S S T N+Y N D 
058Ang R - - T Y N D 
059Ang R S S T N N D 
064Ang R - - T Y N D 
065Ang R - - T Y N D 
066Ang R - - T N+Y N D 
067Ang R - S T N+Y N D 
068Ang R - - T N+Y N D 
070Ang R - - T N+Y N D 
072Ang R - - T Y N D 
074Ang R - - T Y N D 
075Ang R - - T Y N D 
076Ang R - - T Y N D 
077Ang R - - T Y N D 
078Ang R - - T N N D 
079Ang R S S T N+Y N D 
086Ang R - - T N+Y N D 
087Ang R - - T N+Y N D 
088Ang R S S T N+Y N D 
089Ang R S R T Y N D 
090Ang S S - T N+Y N D 
091Ang S S S T N+Y N D 
092Ang R - - T N+Y N D 
093Ang R S S T Y N D 
094Ang R S S T Y N D 
095Ang R R R T Y N D 
096Ang R R R T N+Y N D 
097Ang R R R T N N D 
099Ang R R R T Y N D 
100Ang R S R T N+Y N D 
101Ang R S S T Y N D 
103Ang R - - T Y N D 
104Ang R - - T N+Y N D 
105Ang R - - T N+Y N D 
111Ang R - - T N+Y N D 
112Ang R - - T Y N D 
119Ang R S S T N+Y N D 















































Tabela VIII.4. Resultados da caracterização dos isolados de P.falciparum da Tailândia 
 
 
 CQ MQ QUIN AMQ pfcrt pfmdr1 
Isolados     76 86 1042 1246 
T9/94b3 S S S R K Y N D 
TM408 S S S R K N N D 
T101 R R S - T N N D 
T108 R S S - T N N D 
T113 R S S - T N N D 
T115 R S S - T N N D 
T116 R R S - T N N D 
T120 R R S - T Y N D 
T123 R R S - T N D D 
T130 R S S - T N N D 
T131 R S S - T N N D 
T132 R S S - T N N D 
T133 R R S - T N N D 
S3 R S S R T Y N D 
S64 R S S - T Y N D 
S71 R S S - T Y N D 
S90 R S S - T Y D D 
S118 R S S R T Y N D 
S149 R S S R T N+Y N D+Y 
S151 R S S R K+T N+Y N D 
S152 R S S R T Y N D 
S153 R S S S T Y N D 
S157 R S S S K+T N+Y N D 
S160 R S S S K+T N+Y N D+Y 
CH1 R S S - T Y D D 
CH3 R S S - T Y D D 
CH7 R R S - T N N D 
TD2 R R S - T N N D 
TD3 R R S S T N N D 
TD8 R R S - T N N D 
TD14 R S S R T N N D 
TD21 R R S - T N N D 
TD27 R R S - T N N D 
TD49 R R S S T N N D 
TD56 R R S S T N N D 
TD61 R S S R K+T N N D 
TD62 R S S S T N N D 
TD64 R R S R T N N D+Y 
TD79 R R S S K+T N N D 
TD134 R S S S T N N D 
TD328 R S S S K+T N N D 
TP4 R S S S T Y N D 
TP7 R S S R T N+Y N D 
TP13 R S S R T N+Y nd D 
TP17 R S S R T N+Y N D 
TP18 R S S S T N N D 
TP20 R S S R T N+Y N D 
TP21 R S S R K+T N nd D 
TP26 R R S S T N N D 
TP34 R R S R T N N D 
TP40 R S S R T N nd Y 





















Tabela VIII.5. Resultados da caracterização dos isolados de P.falciparum do Brasil 
 
 
 CQ MQ QUIN AMQ pfcrt pfmdr1 
Isolados     76 86 1042 1246 
S-04/88 R S S - T N D Y 
FS04Q R S S - T N+Y - - 
JGS 64 R S S - T N D Y 
FCGC 66 R S S - T N+Y D Y 
JPC 67 R S S - T N+Y D Y 
FSS 69 R S S - T N+Y D Y 
JBV 75 R - S - T N+Y D Y 
ESM 77 R S S - T N D Y 
RNL 78 R S S - T N D Y 
ALO 79 R S S - T N+Y D Y 
ECMC 80 R S S - T N D Y 
FIRC 83 R S S - T N+Y D Y 
LAS 84 R S S - T N D Y 
JGP 85 R S S - T N D Y 
ACS 86 R S S - T - D Y 
DPC 92 R - S - T N+Y D Y 
APL97 R - S - T Y D Y 
JCA109 R S S - T N+Y D Y 
169/92 S S S S K N D Y 
170/92 R S S S K N D Y 
180/92 R S S S K N D Y 
303/94 R S S S K N D Y 
314/94 R S S S K N D Y 
339/94 R S S S K N D Y 
310/94 R S R S K+T N D Y 
349/94 R S S S K+T N D Y 
357/94 S - S - K N D Y 
358/94 S - - - K+T N D Y 



























Tabela VIII.6. Avaliação dos haplótipos para associação aos fenótipos 
 
Fenótipos  Genótipos 








76 86 1042 1246 
SCQ+SMQ+SQUIN 1/41 1 T NY N D 
3 T N N D 
10 T Y N D 
SMQ+SQUIN 22/41 
9 T NY N D 
7 T Y N D 
5 T NY N D 
RCQ+RMQ 14/41 
2 T N N D 
6 T Y N D 
7 T NY N D 
RCQ+RQUIN 14/43 
1 T N N D 
4 T Y N D 
5 T NY N D 
RMQ+RQUIN 10/41 
1 T N N D 
4 T Y N D 






1 T N N D 
1 K N N D SCQ+SMQ+SQUIN 2/52 
1 K Y N D 
21 T N N D 
1 T Y N D 
2 T NY N D 
1 T N D D 
3 KT N N D 
1 T N N DY 
RCQ+RMQ 30/52 
1 KT N - D 
3 T Y N D 
4 T NY N D 
1 T NY - D 
2 T N N D 
1 KT N N D 
1 KT NY N D 
1 KT NY N DY 
1 T N N DY 
1 T N - Y 
RCQ+RAMQ 16/31 
1 KT N - D 
2 T N N D 
1 KT N N D 








2 T NY N D 
SCQ+SMQ+SQUIN+SAMQ 1/9 1 K N D Y 
7 T N D Y 
6 T NY D Y 
6 K N D Y 
2 KT N D Y 
1 T - D Y 
SMQ+SQUIN 23/24 
1 T NY - - 
1 T N D Y 
1 KT N D Y 
SMQ+SQUIN+SAMQ 8/9 


















Tabela VIII.7. Resultados da sequenciação do gene pfcrt 
   Pfcrt 
Ref.   
 



































147/92 RDSTP S TGT ATG AAT AAA GCC CAA AAC ATA AGA 
615/96 B S TCT ATG AAT ACA GCC CAA GAC TTA AGA 
99/94 RDSTP S TGT ATG GAA ACA TCC GAA AGC ATA ATA 




























































 5/95  RDSTP R TGT ATG AAT AAA GCC CAA AAC ATA AGA 
11/94 RDSTP R TGT ATG AAT AAA GCC CAA AAC ATA AGA 
T9/94 T R TGT ATT GAA AAA TCC GAA AGC ATA ATA 
TD49 T R TGT ATT GAA ACA TCC GAA AGC ACA ATA 
TP26 T R TGT ATT GAA ACA TCC GAA AGC ACA ATA 
S153 T R TGT ATT GAA ACA TCC GAA AGC ATA ATA 
TP18 T R TGT ATT GAA ACA TCC GAA AGC ACA ATA 
TP40 T R TGT ATT GAA ACA TCC GAA AGC ACA ATA 
TD56 T R TGT ATT GAA ACA TCC GAA AGC ACA ATA 
2/95 RDSTP R TGT ATT GAA ACA TCC GAA AAC ACA ATA 
T/92 RDSTP R TGT ATT GAA ACA TCC GAA AGC ATA ATA 
180/92 B R TGT ATG CAA ACA TCC CAA GAC - AGA 
ST28 RDSTP R TGT ATG AAT AAA - CAA AAC ATA - 
JGS64 B R TGT ATT GAA ACA TCC CAA GAC TTA AGA 





















































Associação terapêutica: administração simultânea de dois ou mais fármacos, seja em 
preparações separadas seja numa mesma preparação. 
 
Clonagem: Produção de um grupo de células ou organismos geneticamente idênticos 
(colónias) descendentes de um individuo, possuindo exactamente as mesmas 
características. 
 
Clone: Progenia de um único parasita, normalmente obtido por manipulação ou 
diluições sucessivas de uma mistura de parasitas, originária de um único isolado 
mantido em laboratório por cultura continua in vitro Exemplo: Dd2, 3D7, clones de 
referência para estudos de resistência aos antimaláricos. 
 
Crescimento confluente de spots de células: Técnica que permite avaliar o 
crescimento submetido a perturbação (por exemplo na composição do meio de cultura) 
por comparação com os controlos (sem perturbação). 
 
Culturas: As culturas têm por finalidade manter as células vivas e assegurar a sua 
proliferação ou desenvolvimento in vitro, ou seja no “exterior” do organismo, esta 
técnica permite obter a multiplicação ilimitada de células em condições controladas. 
 
Diplóide: Relativo a célula ou organismo que contem duas cópias de cada cromossoma, 
normalmente uma da mãe e outra do pai, durante a reprodução ocorre a fusão de duas 
células haplóides originando o zigoto. 
 
DNA recombinante: Moléculas de DNA que contêm ligados de forma covalente 
segmentos provenientes de duas ou mais moléculas de DNA diferentes. 
 
Efeitos secundários ou colaterais: termo que inclui todos os efeitos não desejados que 













Esquizogonia: processo de divisão celular assexuada pelo qual o plasmódio se 
desenvolve nos hepatócitos e eritrocítos. 
 
Enzimas de restrição: São enzimas que actuam como uma espécie de bisturi genético, 
podem seccionar numa macro molécula de DNA um fragmento correspondente a um 
gene por exemplo. 
 
Esporogonia: Processo de divisão celular pelo qual o plasmódio se desenvolve no 
vector. 
 
Esquizogonia: Processo de divisão celular pelo qual o plasmódio se desenvolve nos 
hepatócitos (esquizogonia tecidular) e nos eritrocítos (esquizogonia eritrocítica). 
 
Expressão heteróloga: Expressão genes de determinado organismo num organismo 
completamente distinto.  
 
Farmacocinética: Ramo da ciência que estuda a absorção, distribuição, metabolismo e 
excreção dos fármacos. 
 
Farmacogenética: Estudo da variação individual e colectiva da absorção e 
metabolização dos fármacos relacionada com factores genéticos. 
 
Fase intra-eritrocitária: estadios do parasita que se desenvolvem nos eritrocítos 
durante a esquizogonia eritrocitária. 
 
Fase exo-eritrocitária: estadios do parasita que se desenvolvem no hepatócito durante 
a esquizogonia tecidular. 
 














Genoma: Conjunto de material genético de uma célula, isto é conjunto de todos os 
genes que um dado organismo cotem nos seus cromossomas e nas mitocôndrias 
(genoma mitocondrial). 
 
Haplóide: Relativo a célula ou organismo que contem uma cópia de cada cromossoma, 
entre os organismos mais desenvolvidos apenas as células reprodutoras são haplóides, 
durante a reprodução estas fundem-se dando origem ao zigoto. 
 
Haplótipo: Conjunto de marcas genéticas. 
 
Imunidade: Na malária, é o conjunto de processos naturais que visam proteger contra a 
infecção e que contribuem para a destruição dos parasitas ou na inibição da sua 
multiplicação. 
 
Infecção: Penetração, desenvolvimento e/ou multiplicação de um organismo num 
hospedeiro. 
 
Infectante: Que pode causar infecção. 
 
Isolado: Amostra de sangue por Plasmodium falciparum, colhido por punção venosa de 
um indivíduo infectado. Um isolado pode conter mais do que uma população 
parasitária, geneticamente homogénea, aqui denominada clone.  
Exemplo: STP 611 (São Tomé e Príncipe, amostra nº 611) 
 
Nucleótidos: Os ácidos nucleicos (DNA e RNA) são formados por sequências de 
nucleótidos. Um nucleotido é uma associação entre uma base (purina ou pirimidina), 
uma ribose ou desoxirribose (RNA ou DNA respectivamente) e uma molécula de ácido 
fosfórico. 
 
País de proveniência: O país de proveniência corresponde ao local da infecção e não 













Parasitémia: Presença de parasitas no sangue. 
 
Resistência: Capacidade de uma estirpe de parasitas para sobreviver e se multiplicarem 
na presença de um agente antimalárico em concentrações que normalmente destroem ou 
impedem a multiplicação dos parasitas. 
 
Vectores de clonagem – Elemento genético auto-replicante (vírus ou plasmídeo) 
denominado vector contendo o gene a ser clonado, de forma a produzir uma "molécula 
de DNA recombinante. O vector funciona como um veículo que transporta o gene para 
o interior da célula hospedeira, onde se multiplica produzindo numerosas cópias 
idênticas não só de si próprio, mas também do gene que transporta. Quando a célula 
hospedeira se divide, a sua descendência recebe cópias das moléculas de DNA 
recombinante, resultando numa colónia de células hospedeiras idênticas (clone), 
contendo uma ou mais cópias da molécula de DNA recombinante. O plasmídeo é 
seleccionado para uma dada experiência de acordo com as suas características, este deve 
transportar um ou mais genes que lhe confiram propriedades particulares, tais como a 
resistência a certos antibióticos (Cloranfenicol e Ampicilina) que possam servir como 
indicadores seleccionáveis. Deve conter locais de reconhecimento onde as 
endonucleases o irão cortar de modo a permitir a inserção de novos genes. 
 
